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Z U S A M M E N F A S S U N G  
 
Die Bedeutung DNA-methylierender Enzyme für die Entstehung von Medulloblastomen und supra-
tentoriellen primitiven neuroektodermalen Tumoren (stPNET) des zentralen Nervensystems im Kindesalter 
Bröking, Katrin 
 
Tumoren des ZNS sind nach den Leukämien (34%) mit ca. 20% die zweithäufigsten Neoplasien im 
Kindesalter. Obwohl in den letzten Jahrzehnten große Fortschritte in der Therapie von ZNS-Tumoren des 
Kindesalters gemacht wurden, bleiben die molekularen Grundlagen dieser Tumoren zum größten Teil unklar. 
 
Einen möglichen Baustein der Tumorgenese dieser Tumoren stellt eine Veränderung des DNA-
Methylierungsmusters dar. Tumorzellen weisen auf der einen Seite eine globale Hypomethylierung der DNA 
und auf der anderen Seite eine abnormale Hypermethylierung der Promotorsequenzen einiger Gene auf. 
Diese Veränderungen des Methylierungsmusters beruhen nach heutigem Wissensstand auf einer alterierten 
DNA-Methyltransferase-Aktivität. 
 
Da in Medulloblastomen und stPNET bisher lediglich die tumortypischen Veränderungen des DNA-
Methylierungsmusters nachgewiesen, aber keine Expressionsanalysen der DNA-Methyltransferasen 
durchgeführt worden sind, wurde in dieser Arbeit die Expression der DNA-Methyltransferasen zunächst 
mittels RT-PCR gemessen und anschließend in der Real-Time-PCR quantitativ aufgezeichnet. Abschließend 
wurden die Ergebnisse mit den klinischen Daten des Patientenkollektivs korreliert. 
 
Die mRNA-Expression der DNMT3b stellte sich in allen Tumorproben (Medulloblastomen, stPNET und 
Zelllinien) verglichen mit der Kontrollgruppe (normalem Kleinhirn) signifikant erhöht dar; während weder 
für DNMT1 (außer in den Zelllinien) noch für DNMT3a in den Tumorgeweben signifikant erhöhte mRNA-
Level nachgewiesen werden konnten. Im Gegensatz dazu zeigte sich für die Expression der DNMT3a sogar 
tendenziell eine erniedrigte mRNA-Expression. In der Korrelationsanalyse stellte sich für Patienten mit 
einem Medulloblastom folgendes Abhängigkeitsmodell heraus: Je jünger der Patient ist, desto höher ist die 
DNMT3b Expression, desto schlechter ist das Outcome. Demnach könnte DNMT3b in Zukunft auch als 
Prognosefaktor bei Medulloblastom-Patienten Bedeutung erlangen. 
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1 Einleitung 
 
Tumoren des ZNS sind nach der Statistik des Deutschen Kinder Krebsregisters mit ca. 
20% die zweithäufigste Art von Tumoren im Kindesalter, nur die Leukämien treten mit 
ca. 34% noch häufiger auf (8, 13, 31, 32). Insgesamt findet man bei den ZNS-Tumoren 
eine leicht erhöhte Inzidenz für Jungen (s.Abb. 1). 
 
 
32%
23%10%
5%
30%
Astrozytome Grad I - III Medulloblastome Glioblastome stPNETs Andere
 
Abbildung 1: Häufigkeitsverteilung der Hirntumoren im Kindesalter 
 
 
Das Auftreten der verschiedenen Tumortypen im Kindesalter ist stark altersabhängig, so 
findet man bei Säuglingen vorwiegend supratentorielle Neoplasien, wie 
Plexuspapillome und Teratome. Während bei Jugendlichen Gliome und primitive 
neuroektodermale Tumoren vorherrschen (8). Abhängig vom Alter des Kindes, vom 
Tumortyp, von der Lokalisation, der Größe, der Histologie und dem 
Metastasierungsgrad des Tumors findet man in der Literatur Überlebensraten zwischen 
10% und 74%. Betrachtet man die durchschnittliche 5-Jahresüberlebensrate für alle 
Hirntumoren bei Patienten unter 20 Jahren, so erkennt man eine Steigerung von 59% in 
den Jahren von 1975-1984 auf 67% in den Jahren 1984-1994 (7). Diese Verbesserung 
der Prognose ist einerseits zurückzuführen auf eine frühere Diagnosestellung aufgrund 
besserer diagnostischer Verfahren und andererseits auf die Einteilung der Patienten in 
Therapieprotokolle entsprechend ihres individuellen Risikoprofils, sowie auf die 
Weiterentwicklung der medikamentösen Therapie (71). Allerdings bleibt die 
Lebensqualität der Kinder trotz der gestiegenen 5-Jahresüberlebensraten und des 
Fortschrittes in der Therapie weiterhin eingeschränkt, was vor allem auf die 
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unerwünschten Wirkungen der Strahlentherapie aber auch der Chemotherapie 
zurückzuführen ist. Auch Tumorrezidive stellen aufgrund ihrer Therapieresistenz ein 
ernstzunehmendes Problem in der Hirntumortherapie dar. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zunächst einen kurzen Überblick über die 
supratentoriellen primitiven neuroektodermalen Tumoren (stPNET) und 
Medulloblastome hinsichtlich der Epidemiologie, der Pathologie, der Molekulargenetik 
und der Biologie, sowie der Therapie und des klinischen Verbuntes zu geben. Im 
Mittelpunkt steht die DNA-Methylierung in ihrer physiologischen und 
pathophysiologischen Bedeutung. In zahlreichen Studien wurde der abnormalen DNA-
Methylierung eine Rolle in der Tumorgenese zugeschrieben. Als tumortypische DNA-
Veränderungen sind zum einen die genomweite Hypomethylierung und zum anderen 
die Hypermethylierung von Gen-Promotor-Regionen zu sehen. Nach aktuellem 
Forschungsstand sind diese Veränderungen auf eine abweichende Expression bzw. eine 
abweichende Aktivität der DNA-Methyltransferasen im Tumorgewebe zurückzuführen 
(24, 33, 55, 57). 
 
Fragestellung dieser Arbeit ist es, ob die Expression der DNA-Methyltransferasen in 
Medulloblastomen und stPNET im Vergleich zu gesundem Kleinhirngewebe verändert 
ist und ob eine abweichende Expression der DNA-Methyltransferasen direkt mit dem 
Ausmaß des veränderten Methylierungsmusters korreliert. Des Weiteren wird die Frage 
geklärt, ob eine Abhängigkeit zwischen der Expression der Methyltransferasen und dem 
Alter des Patienten, dem Überleben oder dem Outcome besteht.  
 
 
2 Medulloblastome und supratentorielle Primitive neuroektodermale 
Tumoren (stPNET) 
 
Als primitive neuroektodermale Tumoren (PNET) bezeichnet man hoch maligne 
embryonale Tumoren des ZNS, die sich vornehmlich im Kindesalter manifestieren. 
Zu dieser Gruppe von Hirntumoren zählen Medulloblastome, supratentorielle PNET 
(stPNET), Pineoblastome, Ependymoblastome und zerebrale Neuroblastome. Die 
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Ätiologie dieser Tumoren ist weitäsgehend unbekannt. Bei Medulloblastomen vermutet 
man eine Vorläuferzelle aus der äußeren Körnerschicht des sich entwickelnden Gehirns, 
während die stPNET vermutlich aus Zellen der subventrikulären Matrixzone entstehen 
(20). Obwohl bis heute weder ein gemeinsamer Ursprung (Vorläuferzelle) noch 
morphologische oder biologische Gemeinsamkeiten bewiesen worden sind, empfiehlt 
die WHO die Diagnose PNET als Bezeichnung für Medulloblastome und 
morphologisch nicht von Medulloblastomen unterscheidbarer Neoplasien, die außerhalb 
des Kleinhirns im ZNS auftreten. Den histopathologisch undifferenzierten runden 
Tumorzellen bleibt die Fähigkeit ihrer Vorläuferzellen zur neuronalen, glialen oder 
ependymalen Differenzierung erhalten (27). 
 
Definition Medulloblastom 
Das Medulloblastom ist ein maligner, invasiver, embryonaler Kleinhirntumor des 
Kindesalters. Es weist vorwiegend eine neuronale Differenzierung auf und hat eine 
starke Metastasierungstendenz im ZNS (27, 20). 
 
Definition supratentorieller PNET (stPNET)  
StPNET sind supratentorielle embryonale Tumoren, die aus undifferenzierten oder 
wenig differenzierten neuroepithelialen Zellen bestehen (59, 20). 
 
 
2.1 Klinische Daten 
 
20-25% der ZNS-Neoplasien im Kindesalter sind Medulloblastome. Nur ca. 1% der 
Medulloblastome treten bei Erwachsenen auf. In der Kindheit zeigen Medulloblastome 
zwei Altersgipfel, den ersten im Alter von 2 - 4 Jahren und den zweiten im Alter von 8 -
9 Jahren. Das Verhältnis Jungen zu Mädchen beträgt 1,4 - 2,1 : 1. Die stPNET dagegen 
treten sehr viel seltener auf, sie machen nur ca. 5% der Hirntumoren im Kindesalter aus. 
Unter die Gruppe der stPNET fallen Ependymoblastome, Pineoblastome und zerebrale 
Neuroblastome. Ca. 50% der stPNET manifestieren sich im Vorschulalter. Auch diese 
Tumoren zeigen eine leicht erhöhte Inzidenz für Jungen (8, 59). Gewöhnlich sind die im 
Kindesalter auftretenden Hirntumoren Medulloblastome oder mit zunehmendem Alter 
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auch stPNET, die in den Großhirnhemisphären, im Hirnstamm und in der Pinealregion 
lokalisiert sind; ferner treten vereinzelt spinale PNET auf (49). Zum Zeitpunkt der 
Diagnosestellung weisen bereits bis zu 50% der Patienten Metastasen auf (25). 
Während die Mehrzahl der Hirntumoren nur in das zentralen Nervensystem 
metastasiert, weisen Medulloblastome auch extraneurale Metastasem auf: in den 
Knochen, im Knochenmark, im Peritoneum, in der Leber und in der Lunge. Diese 
peripheren Metastasen sind vor allem bei Patienten mit ventrikulo-peritonealen Shunts 
beobachtet worden (77). 
 
Das histologische Bild des klassischen Medulloblastoms ist geprägt von dicht gepackten 
Zellen mit runden bis ovalen, hyperchromatischen Zellkernen umgeben von einem 
spärlichen Zytoplasmasaum. StPNET sind histopathologisch charakterisiert durch 
kleine, runde, dicht gepackte, stark basophile Zellkerne mit einem hohen 
Chromatingehalt. Der umgebende Zytoplasmasaum ist entweder sehr schwach 
ausgebildet oder fehlt vollständig (59). 
 
Zu den klinischen Symptomen zählen unter anderen Stammataxie, Gangunsicherheit, 
Kopfschmerzen, Lethargie und morgendliches Erbrechen, verursacht durch den 
erhöhten intrakraniellen Druck. 
 
Die Diagnosestellung und das Staging erfolgen durch klinische Befunderhebung, 
Bildgebung (CT und/ oder MRT) und Lumbalpunktion. Im CT erscheinen 
Medulloblastome meist als gut abgrenzbare homogene iso- oder hyperdense Läsionen 
mit homogenem Kontrastmittelenhancement. Im Gegensatz dazu stellen sich die 
supratentoriellen PNET in der Bildgebung inhomogen dar, sie besitzen zahlreiche 
Zysten, Nekrosehöhlen und Kalzifizierungen und zeigen fast immer eine Kontrastmittel-
anreicherung (8, 49). Die zum Staging früher gebräuchliche klassische TNM-
Klassifikation (s. Tab. 1) findet heute nur noch selten Anwendung mehr (8, 49). 
 
Zur Planung der Behandlung und zu prognostischen Zwecken werden 
Medulloblastompatienten heute grob zwei Risikogruppen zugeordnet. Zur Gruppe der 
Patienten mit durchschnittlichem Risiko gehören Kinder, die 7 Jahre oder älter sind und 
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lokalisierte Tumoren haben, die operativ total oder subtotal entfernt werden konnten. Zu 
den Hochrisikopatienten gehören Patienten, die 3 Jahre oder jünger sind, eine Aussaat 
im Bereich des ZNS zeigen, zum Teil kombiniert mit extraneuralen Metastasen, und 
postoperativ große Residualtumoren (größer als 1,5 cm2 ) haben (49, 71, 77). Neben den 
Prognosefaktoren Alter, Metastasen und Resektionsergebnis kennt man eine Reihe 
weiterer Faktoren, die die Prognose bestimmen. Zu den prognostisch günstigen 
Faktoren zählen hohe Level des Neurotrophin 3 Rezeptors TRKC, hohe Level von 
Neurotrophin 3, die Expression von retinalem S-Antigen und Rhodopsin, ebenso eine 
hohe Apoptoserate (49, 77). Auf der anderen Seite existieren zahlreiche prognostisch 
ungünstige Faktoren, die mit einer niedrigeren 5-Jahresüberlebensrate verbunden sind. 
Dazu zählen unter anderem die Amplifikation von MYC, die verstärkte PDGFRA-, 
platelet-derived growth factor receptor-alpha Synthese, sowie die erhöhte Expression 
von Mitgliedern der Ras/mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
Signaltransduktionskette. Wobei die Erhöhung der letzten beiden Proteine ebenso wie 
LOH (Loss of heterozygosity) von 17p regelmäßig bei metastasierten 
Medulloblastomen gefunden werden. LOH von 17p ist allerdings nur in Kombination 
mit der MYC-Amplifikation mit einer schlechten Prognose assoziiert. Vermutet wird 
auch ein Zusammenhang zwischen dem Methylierungsstatus der CpG islands und dem 
Outcome (22). Die 5-Jahresüberlebensrate von Patienten mit PNET des ZNS ist 
zusätzlich von dem histologischen Typ abhängig, so haben Patienten mit 
supratentoriellen PNET oder Pineoblastomen eine geringere Überlebenschance als 
Patienten mit Medulloblastomen (49). 
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T1 Tumor < 3cm im Durchmesser und begrenzt auf Wurm, Ventrikeldach oder seltener Hemisphäre 
T2 Tumor > 3cm im Durchmesser, Invasion in benachbarte Struktur oder in den 4. Ventrikel ragend 
T3a 
Tumor mit Invasion in 2 Nachbarschaftsstrukturen oder mit kompletter 
Ausfüllung des 4. Ventrikels oder mit Ausdehnung ins Aquädukt oder 
Foramen Magendi/Luschkae, interner Hydrocephalus 
T3b Tumor vom Ventrikelboden oder Hirnstamm ausgehend und den 4. Ventrikel ausfüllend 
T4  Tumor durch den Aquädukt in 3. Ventrikel oder Mittelhirn invadierend oder auch in das obere Halsmark eindringend 
M0  kein Hinweis auf subarachnoidale oder hämatogene Metastasen 
M1 Tumorzellen im Liquor 
M2 Absiedlung im cerebellären Subarachnoidalraum oder 1.-3. Ventrikel 
M3 Absiedlung im spinalen Subarachnoidalraum 
M4 Extraneurale Metastasen 
Tabelle 1: TNM Klassifikation Medulloblastome (8) 
 
 
Die drei Säulen der Therapie setzen sich zusammen aus der Neurochirurgie, der 
Strahlentherapie und der Chemotherapie. Ziel des neurochirurgischen Eingriffes ist 
neben der Materialgewinnung für die histologische Untersuchung, die Beseitigung von 
Liquorzirkulationsstörungen und die größtmögliche Verkleinerung des Tumors (49, 71). 
Die wichtigste kurative Komponente der Medulloblastomtherapie stellt allerdings die 
Strahlentherapie dar. Aufgrund der regelmäßigen Metastasierung in das ZNS muß die 
gesamte kraniospinale Achse bestrahlt werden (8, 49, 71). Wegen der erheblichen 
Langzeittoxizität der Radiotherapie auf das sich entwickelnde Gehirn versucht man bei 
Kindern unter drei Jahren die Radiotherapie entweder vollständig zu vermeiden oder 
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zumindest den Zeitpunkt durch eine Chemotherapie zu verzögern (49). Die 
Chemotherapie stellt darüber hinaus eine sinnvolle Ergänzung der Radiotherapie dar, da 
die Kombination eine erhebliche Reduktion der Strahlendosis ermöglicht, was vor allem 
bei Kindern unter drei Jahren von Bedeutung ist (8, 36, 49, 71). 
 
Totz hoher 5-Jahresüberlebensraten (50-70%) sind die Therapie-Protokolle aufgrund 
zahlreicher Folgeschäden verbesserungsbedürftig. Folgeschäden, die die Lebensqualität 
der Patienten stark beeinträchtigen, betreffen sowohl den intellektuellen als auch den 
psychologischen, sozialen, neurologischen, sowie den endokrinologischen 
(Wachstumshormonmangel, Pubertas praecox, thyreoidale und adrenocorticoide 
Dysfunktionen) Bereich (8, 49, 71). 
 
Zur Verbesserung der Therapie und damit zur Vermeidung der Folgeerscheinungen ist 
es wichtig, die molekularen Grundlagen der Tumorentstehung zu verstehen, um gezielt 
im zugrundeliegenden pathologischen Mechanismus eingreifen und damit Medikamente 
mit geringeren systemischen Nebenwirkungen zu entwickeln (49, 71). 
 
 
2.2 Molekulargenetik und Biologie 
 
Bei Medulloblastomen werden zahlreiche Veränderungen des Genoms, sowohl 
genetischer (Mutationen, Deletionen usw.) als auch epigenetischer Art, beobachtet. Die 
bei 30-50% der Medulloblastome auftretende und damit häufigste genetische 
Veränderung ist der Verlust von genetischem Material des kurzen Armes (p) von 
Chromosom 17 (21). Bei der Hälfte dieser Medulloblastome ist dies die einzige 
identifizierte Abnormalität. In zytogenetischen Analysen stellt sich das Fehlen von 
einem Großteil des kurzen Armes des Chromosoms 17 als Isochromosom 17q dar. 
Isochromosom 17q ist das Resultat einer zusätzlichen Duplikation des langen Armes 
(q). Diese Duplikation führt eventuell zu einem Wachstumsvorteil für die Tumorzelle 
(6, 49). Die Hauptbruchstelle des Chromosoms 17 ist lokalisiert bei 17p11.2. Die CpG 
islands, CG-reiche Regionen, die häufig mit Genpromotern assoziiert sind, weisen an 
diesem Genort eine Hypermethylierung (epigenetisches Ereignis) auf. Das 
 
 
8
Tumorsuppressor-Gen P53, das distal von 17p13.1 - p12 lokalisiert ist, ist nach 
heutigem Wissensstand für die Medulloblastomentstehung nicht bzw. nur in sehr 
seltenen Fällen relevant. Ein anderer Tumorsuppressor, der für die Tumorgenese von 
Bedeutung sein könnte, ist an diesem Genlokus allerdings bisher nicht gefunden 
worden. Die Deletion von 17p13 ist laut Batra et al. mit einem schlechten Outcome 
assoziiert. Diese Beobachtung wurde allerdings von Emadian et al., sowie von Biegel et 
al. nicht verifiziert. Ein schlechter Therapieerfolg zeigte sich allerdings bei Patienten 
mit einer MYC-Amplifikation (9, 23, 49, 78). Trisomie 7 stellt die zweithäufigste 
genetische Veränderung bei Patienten mit Medulloblastomen dar (6, 25). Auf diesem 
Chromosom befinden sich viele Gene, die in Medulloblastomen überexprimiert werden. 
Die meisten dieser verstärkt exprimierten Gene spielen eine wichtige Rolle bei der 
Metastasierung. Man nimmt jedoch an, dass die Trisomie 7 - ähnlich wie der Verlust 
des Geschlechtschromosomes - ein sekundäres Ereignis darstellt, das nicht ursächlich 
für die Tumorentstehung ist (6). Weitere strukturelle Anomalien, die bei 
Medulloblastomen häufig auftreten, sind unbalancierte Translokationen oder Deletionen 
der Chromosomen 6q, 8, 9q, 10q, 11p, 11q, 16q. Der Verlust von 9q, der mit einer 
Deletion oder Mutation des PTCH-Genes assoziiert ist, findet sich vorzugsweise bei 
desmoplastischen Tumoren. Extrakopien von 1p, Monosomie 8 und 21, Deletion von 
4q, sowie 5p15.3- und 11q22.3-Amplifikationen sind weitere strukturelle 
Auffälligkeiten bei Medulloblastomen (6, 25, 27, 77). Ein zusätzliches frühes und 
tumorspezifisches Ereignis, welches in der Mehrzahl der Medulloblastome (ca. 80%) 
beobachtet wird, ist die Hypermethylierung des Tumorsuppressorgenes RASSF1A, 
dessen genaue Funktion und klinisch-pathologische Relevanz allerdings bisher unklar 
ist (41). Weitere Gene, die für die Pathogenese der Medulloblastome von Bedeutung 
sind, werden in Tabelle 2 angeführt.  
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Gen Locus Kommentar 
PTCH 9q22.1-q31 
Homologue of the drosophila segment polarity gene patched. 
Mutationen im Nevoid-Basal-Zell-Karzinom-Syndrom (NBCCS), 
hauptsächlich bei desmoplastischen Medulloblastomen 
TRKC 15q25 
Tyrosin Kinase Rezeptor C, Rezeptor für Neurotrophin 3, hohe mRNA 
Expression korreliert mit einer guten Prognose 
APC 5q23 
Adenomatosis polyposis coli Gen, Mutationen im BTPS (brain tumor 
polyposis syndrome, Turcot´s Syndrom), die mit einer erhöhten 
Inzidenz von Medulloblastomen assoziiert sind 
DMBT1 10q23 
Deleted in malignant brain tumors1, homozygote Mutationen in vielen 
Fällen von Medulloblastomen 
NEUROD1,2, 
3 
2q32, 17q12, 
5q23-q31 
Transkriptionsfaktor der bHLH-Familie mit einer Funktion in der 
neuronalen Differenzierung, Expression beschränkt auf 
Medulloblastome, NEUROD3 vornehmlich in metastasierten Tumoren
PAX5 9p13 
Paired box gene 5, hochreguliert in Medulloblastomen, keine 
Expression in sich entwickelndem Gehirn 
SST2 17q24 
Somatostatin receptor 2, hochreguliert in Medulloblastomen, im 
normalen Kleinhirn vornehmlich in der äußeren Körnerschicht 
exprimiert 
VIPAC1/2 3p22, 7q36.3 
Vasoactive intestinal peptide activator 1 und 2, hohe Expression in  
Medulloblastomen 
CTNNB1 3p22-p21.3 
ß-Catenin, selten aktivierende Mutation des Protoonkogens in 
Medulloblastomen 
MYC 8q24 
Genamplifikation und mRNA Überexpression in einigen Studien 
assoziiert mit schlechtem Outcome 
ERBB2 17q21.1 
Amplifikation und Überexpression des Onkogens in einigen Studien 
assoziiert mit schlechtem Outcome 
    Tabelle 2: In Medulloblastomen mutierte oder veränderte Gene (25) 
 
 
Verschiedene familiäre Tumorsyndrome zeigen eine starke Assoziation mit 
Medulloblastomen. Dazu zählen das Turcot-Syndrom, das Gorlin-Syndrom (Synonym: 
Basalzellnävus-Syndrom), das Li-Fraumenti-Syndrom, erbliche Retinoblastome und das 
Rubinstein-Taybi-Syndrom. Im folgenden Abschnitt erfolgt eine kurze Beschreibung 
dieser familiären Syndrome und ihrer zugrundeliegenden zytogenetischen 
Veränderungen (51, 58, 67, 77). 
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Turcot-Syndrom 
Das Turcot-Syndrom ist eine seltene autosomal-dominant vererbte Erkrankung, die 
durch das gleichzeitige Auftreten von adenomatösen Polypen des Verdauungstraktes 
und Hirntumoren, v.a. Gliomen und Medulloblastomen, charakterisiert ist. Die 
zugrundeliegende Mutation befindet sich auf Chromosom 5q21 und betrifft das APC-
Gen. Die betroffenen Patienten haben ein 23fach erhöhtes Risiko, einen Hirntumor zu 
entwickeln. Im Gegensatz zu diesen erblichen Medulloblastomen wurde bei sporadisch 
entstandenen Medulloblastomen jedoch keine Mutation des APC-Genes beobachtet. 
Allerdings zeigten sich bei einigen sporadischen Medulloblastomen aktivierende 
Mutationen des ß-Catenin-Genes, das durch APC kontrolliert wird, und eventuell das 
MYC-Onkogen aktiviert (51, 67, 77). 
 
Gorlin-Syndrom 
Das Gorlin-Syndrom ist ebenfalls eine autosomal-dominante Erbkrankheit. Patienten 
mit diesem Syndrom zeigen folgende Symptome: Makrozephalie, Kieferzysten, 
Rippenabnormalitäten, durale Verkalkungen und Neoplasien. Die Neoplasien sind 
primär Basalzellkarzinome, Medulloblastome (hier v.a. desmoplastische) und vereinzelt 
Meningeome. Die zugrundeliegende Mutation befindet sich auf Chromosom 9q22.3-
q31 und betrifft das PTCH-Gen (51, 67, 77). 
 
Li-Fraumenti-Syndrom 
Dieses familiäre Krebssyndrom betrifft Familien, in denen solide Tumoren der Kindheit 
und Mammakarzinome, Knochen-, ZNS-, Lungentumoren, sowie andere Tumoren bei 
Familienmitgliedern unter 45 Jahren gehäuft auftreten. Patienten mit Li-Fraumenti-
Syndrom zeigen Mutationen im P53-Gen, das auf Chromosom 17p codiert ist, und als 
Tumorsuppressor für die DNA-Reperatur, die Induktion der Apoptose und den 
Zellzyklusarrest zuständig ist. Bei den sporadisch auftretenden Medulloblastomen findet 
sich eine Mutation des P53-Gens nur sehr selten (51, 67, 77). 
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Erbliche Retinoblastome 
Retinoblastome sind sehr seltene Tumoren der Netzhaut, die gewöhnlich bei Kindern 
unter 4 Jahren auftreten. Bei der autosomal-dominant erblichen Form dieser Tumoren 
liegt eine Keimzellmutation des Rb-Genes (Chromosom 13q), das den Zellzyklus 
kontrolliert, vor. Zusätzlich haben Retinoblastompatienten ein erhöhtes Risiko, einen 
Zweittumor zu entwickeln. Typische Sekundärtumoren sind Osteosarkome, maligne 
Melanome und Hirntumoren. Der häufigste Hirntumor dieser Patienten ist das 
Pineoblastom. Es wurden aber auch Gliome und Meningeome beobachtet, allerdings 
wurde noch nie ein Medulloblastom als Sekundärtumor diagnostiziert. Diese 
Beobachtung deutet auf eine unterschiedliche molekularbiologische Entstehung der 
supra- und infratentoriellen stPNET hin (51, 67, 77). 
 
Rubinstein-Taybi-Syndrom 
Patienten mit Rubinstein-Taybi-Syndrom weisen multiple kongenitale Fehlbildungen 
auf, dazu gehören: mentale Retardierung, Wachstumsretardierung, breite Daumen und 
Großzehen mit Verdopplung der Phalangen, kranio-mandibulo-faziale Dysplasien, 
sowie Mikrozephalie, Krampfanfälle und angeborene Herzfehler. Sie zeigen eine 
Keimzellmutation des CREB-Bindungsprotein(CBP)-Gens auf Chromosom 16p13.3. 
Die Funktionen von CBP sind vielseitig und betreffen DNA-Reperatur, Zellwachstum, 
embryonale Entwicklung, Regulation von Transkriptionsfaktoren und Modifikation der 
Chromatinstruktur (51, 67, 77). 
 
Zytogenetisch sind die stPNET im Gegensatz zu den Medulloblastomen nur sehr wenig 
erforscht. Man weiß zwar, dass sie weder ein Isochromosom 17 noch eine Deletion in 
diesem Bereich aufweisen, aber welche genauen zytogenetischen Veränderungen für 
diese Tumoren typisch sind, und ob sie sich tatsächlich stark von Medulloblastomen 
unterscheiden, ist noch nicht geklärt, da die Anzahl der bisher untersuchten stPNET zu 
gering ist (6). Bei den Pineoblastomen sind jedoch eine starke Assoziation mit der 
Monosomie 21 und strukturelle Rearrangements von Chromosom 11 auffällig (6). 
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3 DNA Methylierung 
 
DNA-Methylierung ist eine epigenetische Modifikation der Cytosin-Basen der DNA. 
Die Modifikation erfolgt posttranskriptionell mittels der DNA-Methyltransferasen, die 
eine kovalente Bindung der Methylgruppe an die Base vermitteln. Generell ist DNA-
Methylierung in der Promotorregion mit einer Transkriptionsinhibition von assoziierten 
Genen vergesellschaftet (18). 
 
 
3.1 Methylierungsmuster in gesundem Gewebe 
 
DNA-Methylierung erfolgt vor allem an der Position 5 des Cytosinringes in CpG 
Dinukleotiden. (Ramsahoye et al. haben in embryonalen Stammzellen auch eine von 
DNMT3a gesteuerte Methylierung von CpA und CpT beobachtet (53)). CpG 
Dinukleotide machen 5 - 10% der DNA-Sequenz aus. Dieser relativ geringe Prozentsatz 
der CpGs ist auf die hohe Mutationsrate von 5-Methylcytosin (5mC) zu Thymin 
zurückzuführen. (Die Deaminierung, die die Mutation von 5mC zu Thymin bewirkt, 
spielt auch bei der Tumorentstehung eine Rolle.) Von diesen CpG Dinukleotiden sind 
70 - 80% methyliert. Die übrigen CpGs liegen nicht wie die methylierten über das 
Genom verteilt, sondern in Gruppen zusammen. Solche CpG Gruppen nennt man CpG 
islands. CpG islands sind 0,5 bis 5 kb große DNA-Regionen, die ungefähr alle 100 kb 
erscheinen. Diese Regionen sind charakterisiert durch ein Verhältnis von CpG zu GpC 
von zumindest 0,6. Sie sind in normalen Zellen generell unmethyliert und 
transkriptionell aktiv (5, 24, 45, 47, 64). 
 
 
3.2 Molekulare Grundlagen der Methylierung 
 
Die Methylierung in Position 5 des Cytosinringes ist eine reversible kovalente 
Modifikation der DNA. Der einfachste denkbare Mechanismus der DNA-Methylierung, 
die direkte Entfernung des Protons in Position 5 des Cytosinringes mit folgendem 
Methyltransfer, ist unter physiologischen Bedingungen aufgrund der zu geringen 
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Azidität von C5-H nicht möglich. Der schrittweise Transfer der Methylgruppe an den 
Cytosinring wird in zwei Modellen zu erklären versucht. 
 
Dem ursprünglichen Modell von Santi et al. liegt die Annahme zugrunde, dass in 
Position 6 des Cytosins ein Nucleophiles der DNMTase angreift und ein kovalentes 
Protein-DNA-Zwischenprodukt entsteht mit einem Carbanion in Position 5. Dieses 
Carbanion greift laut Theorie nun seinerseits die Methylgruppe des S-Adenosyl-L-
Methionin an. Durch Abspaltung von S-Adenosyl-Homocystein entsteht somit ein 
kovalent methyliertes Intermediat. Durch Abgabe des Protons und zeitgleicher β-
Elimination des Nucleophilen kann die C5,6 Doppelbindung wiederhergestellt werden. 
Das angreifende Nucleophile der DNA-Methyltransferase ist laut Santi et al. ein 
Cystein, das von einem komplett konservierten Prolin-Cystein-Doublet abstammt. 
 
Das neuere Methylierungsmodell basiert auf der Hypothese, dass das oben beschriebene 
Carbanion für die Bildung eines Zwischenproduktes zuviel Energie besitzt. Chen et al. 
postulieren daher, dass die DNA-Methyltransferase ein Proton an Position 3 des 
Cytosinringes transferiert, wodurch dann ein Enamin-Intermediat entsteht. Dieser 
Schritt kann allerdings nur stattfinden, wenn die Basenpaarung durch die DNMTase 
kurzfristig aufgehoben wird, damit N3 für eine enzymatische Säure zugänglich wird. 
Wahrscheinlich wird hierzu nur das Substrat, Cytosin, temporär entkoppelt. Ferner muss 
die DNMTase eine Drehung des Nucleinsäuresubstrates bewirken, denn der 
Angriffspunkt, der für die Bindungsformation von C5,6 erforderlich ist, wird in der B-
DNA blockiert (5, 24, 45, 47, 64). 
 
 
3.3 DNA Methylierung und Transkriptionsinhibition 
 
An der Kopplung von DNA-Methylierung und Transkriptionsinhibition sind mindestens 
drei unterschiedliche Mechanismen beteiligt (s. Abb. 2). Der erste Mechanismus beruht 
auf Transkriptionsfaktor-Bindung an die DNA. Methylierungs-sensitive 
Transkriptionsfaktoren, wie AP-2m, CREB, E2F und andere, können methylierte DNA 
nicht binden. (Allerdings sind längst nicht alle Transkriptionsfaktoren methylierungs-
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sensibel.) Ein weiterer Mechanismus, der zu einer Transkriptionsinhibition führt, ist die 
Veränderung der Chromatinstruktur. Diese strukturelle DNA-Veränderung erfolgt 
beispielsweise über Transkriptionsrepressoren (MBDs), die eine Rekruitierung von 
Histon-Deacetylasen bewirken, die wiederum Histone deacetylieren und damit das 
Chromatin kondensieren. Kondensiertes Chromatin ist transkriptionell inaktiv und 
entspricht morphologisch dem Heterochromatin.  
Als dritter Mechanismus, der zur Transkriptionsinhibition führt, ist die direkte Bindung 
von methylierungsabhängigen Transkriptionsrepressoren (MBDs) anzuführen. Bisher 
hat man 5 dieser Repressoren mit homologen Methylcytosin-Bindungs-Domänen 
entdeckt. Das sind MBD 1-4 und MeCP2 (s. Tab. 3). Wobei MBD 4 ein Thymidin-
Glycosylase-Reperatur-Enzym ist und damit nicht für die Transkriptionsinhibition 
sondern für die Reduktion von Mutationen des 5mC zu Thymin verantwortlich ist. Die 
übrigen Transkriptionsrepressoren unterscheiden sich in ihren DNA-
Bindungseigenschaften, sowie in ihrem genauen Mechanismus, der zur Inhibition der 
Transkription führt. Zwei dieser Methylbindungsproteine werden im folgenden 
beschrieben.  
 
MeCP2 
Das MeCP2 Protein besteht aus zwei Domänen, einer Transkriptions-Repressions-
Domäne (TRD), die für die Interaktion mit weiteren Regulatorproteinen zuständig ist, 
und einer Methyl-CpG-Bindungs-Domäne (MBD). Für die Interaktion der Methyl-
Bindungs-Domäne mit der DNA wird nur ein methyliertes CpG Dinukleotid benötigt. 
MeCP2 kann über die TRD den Corepressor Sin 3A und eine Histon-Deacetylase 
(HDAC1 oder 2) aktivieren bzw. deren Aktivierung beschleunigen. (Die Deacetylierung 
der Histone führt zu inaktivem Heterochromatin.) Dass ein Großteil der Wirkung von 
MeCP2 auf die Aktivierung der Histon-Deacetylasen zurückzuführen ist, ist durch die 
Behandlung mit dem spezifischen Deacetylase-Inhibitor Trichostatin deutlich 
geworden. Die durch MeCP2 hervorgerufene Transkriptionsrepression kann durch die 
Trichostatinbehandlung aufgehoben werden. Darüber hinaus interagiert MeCP2 mit 
mindestens zwei weiteren Proteinen, c-ski und N-CoR, die ebenfalls bei der 
Transkriptionsinhibition involviert sind (66). Eine weitere wichtige Funktion scheint 
MeCP2 auch bei der Embryonalentwicklung zu besitzen, Mäuseembryonen mit einem 
 
 
15
hohen Anteil von Chimär-Mutanten für eine MeCP2 Mutation starben am 8,5. bis 12,5. 
Tag (47). Im Gegensatz dazu hat eine MeCP2 Deletion in ES-Zellen keine 
Auswirkungen auf ihre Lebens- oder Differenzierungsfähigkeit. MeCP2 ist auch beim 
Menschen von großer Bedeutung. Eine Mutation von MeCP2 auf dem X-Chromosom 
ist ursächlich für das Rett-Syndrom. Dieses ist eine der häufigsten Ursachen für mentale 
Retardierung bei Frauen.  
 
MBD2 
MBD2 ist eine Komponente des MeCP1 Komplexes und bevorzugt methylierte DNA 
als Bindungsstelle. Der MeCP1 Komplex benötigt zur Bindung an die DNA viele CpG 
Dinukleotide, dennoch ist die Assoziation dieses Komplexes zu methylierter DNA 
geringer als die von MeCP2. Neben MBD2 gehören auch HDAC1 und HDAC2 
(Histon-Deacetylasen) und die Histon-Bindungs-Proteine RbAp46 und RbAp48 zum 
MeCP1 Komplex. Insgesamt legt die geringere Affinität des MeCP1 Komplexes zu 
methylierter DNA nahe, dass dieser Komplex für eine temporär begrenzte Repression 
zuständig ist. Der Mechanismus, durch den MBD2 zur Transkriptionsrepression führt, 
variiert abhängig vom Promoter. So ist die Promotorrepression nicht grundsätzlich von 
der Aktivierung der Deacetylasen abhängig. (In einer neuen Hypothese vermutet man 
eine zusätzliche Funktion von MBD2 als Demethylase.) (18, 24, 45, 47, 58, 64) 
 
 
  Bindungspartner/-kontakte 
MBD Funktion Kernkomponenten spezifische Komponenten
MBD1 Repression Non-HDAC1 Deacetylase  
MBD2a Repression HDAC1/2, RbAP46/48 ?Mi2/NuRD: Mi2b, MTA-2 
MBD2b putative Demethylase/Repression   
MBD3 Repression HDAC1/2, RbAP46/48 Mi2/NuRD: Mi2b, MTA-2 
MBD4 DNA-Reperatur   
MeCP2 Repression HDAC1/2, RbAP46/48 Sin3A, SAP30, SAP18 
MeCP2 Repression HDAC1/2, RbAP46/48 Sin3A, SAP30, SAP18 
Tabelle 3: Funktion und Komponenten der Transkriptionsrepressoren (47) 
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Abbildung 2: DNA Methylierung und Transkriptionsinhibition (64) 
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3.4 Funktion der DNA-Methyltransferasen 
 
DNA-Methyltransferasen sind, wie oben bereits erwähnt, für eine epigenetische 
Modifikation, die Methylierung der DNA, verantwortlich (s. Tab.4). Bisher sind drei 
DNA-Methyltransferase (DNMTase)-Familien bekannt, die DNMT1-Familie, die 
DNMT2-Familie, die jedoch vermutlich nicht für die DNA-Methylierung 
verantwortlich ist, und die DNMT3-Familie. Strukturell sind die Enzyme gleich 
aufgebaut. Sie bestehen aus zwei Domänen, wobei die katalytische Domäne im C-
terminalen Bereich für die DNA-Methylierung zuständig ist, während die N-terminale 
Domäne die Aktivität der katalytischen Domäne reguliert (5). Yanagisawa et al. (73) 
deckten in ihrer Studie eine weitere Gemeinsamkeit der DNA-Methyltransferasen, ihren 
Regulationsmechanismus über multiple Promotoren, klassifiziert in 2 Subtypen, CpG-
reich und CpG-arm, auf. Da die DNA-Methylierung im Bereich der CpG Dinukleotide 
zu beobachten ist, könnten auch die CpG-reichen Promotoren der DNA-
Methyltransferasen einen Angriffspunkt der Methylierung darstellen. Yanagisawa et al. 
formulieren daher die Hypothese, dass die CpG-reichen Promotoren bei Erreichen eines 
Schwellenwertes der DNMT Expression durch die De-novo-Methyltransferasen im 
Sinne eines (negativen) Rückkopplungsmechanismusses methyliert und damit 
inaktiviert werden, während sie im unmethylierten Zustand aktiv sind.  
 
DNMT1 
Der Genort der DNMT1 befindet sich auf Chromosom 19p13.3-13.2. Die Hauptaufgabe 
der DNA-Methyltransferase1 besteht in der Erhaltung des DNA-Methylierungsmusters, 
deshalb wird sie auch als Erhaltungs-Methyltransferase („maintenance 
methyltransferase“) bezeichnet. Mit einer 10-40fach höheren Affinität zu 
hemimethylierter DNA (58) und der vornehmlichen Lokalisation an Replikationsorten 
ist sie für die Kopie des Methylierungsmusters vom elterlichen Strang auf den 
Tochterstrang verantwortlich. Über die Bindung der DNMT1 mit PCNA („proliferating 
cell nuclear antigen“), einem Hilfsfaktor der DNA-Replikation und Reparatur, gelangt 
die DNMT1 an die Duplikationsorte (12). Die Erkennung dieser Duplikationsorte 
erfolgt zusätzlich über die N-terminale regulatorische Domäne (50). Im Bereich dieser 
regulatorischen Domäne befindet sich auch eine Zn-Bindungsregion, welche vermutlich 
durch Bindung von 5mC zu einer allosterischen Aktivierung der katalytischen Domäne 
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im Sinne einer De-novo-Methyltransferaseaktivität führt (24). Diese De-novo-
Methylierungsaktivität der DNMT1 ist bisher fast ausschließlich in der frühen 
Gametogenese und Embryogenese beobachtet worden (24). Man hat aber festgestellt, 
dass eine Überexpression der DNMT1 bzw. eine Spaltung zwischen katalytischer und 
regulatorischer Domäne eine De-novo-Methylierung initiieren können (57). 
Zusammenfassend kann man sagen, dass zu den Funktionen des N-Terminus der 
Transport der DNMT in den Zellkern, die Koordination der Replikation und 
Methylierung in der S-Phase des Zellzyklus und die partielle Suppression der De-novo-
Methylierung gehören (4). Außerdem bindet die DNMT1 über den Aminoterminus 
HDAC 2 (Histon-Deacetylase 2) und DMAP 1 (DNMT1 assoziiertes Protein 1). 
Mithilfe dieser Proteine kann DNMT1 direkt, ohne Interaktion mit MBDs, zu einer 
Transkriptionsrepression führen (60). Durch Mäuseversuche mit gezielten Mutationen 
im DNMT1-Gen hat man festgestellt, dass die DNA-Methyltransferase1 auch in der 
Embryonalentwicklung eine große Rolle spielt. Embryonale Stammzellen, die 
homozygot für eine DNMT1 Mutation sind, zeigen zunächst normales Wachstum mit 
einem stark demethyliertem Genom, zum Differenzierungszeitpunkt unterliegen sie 
allerdings dem programmierten Zelltod. Die beobachtete globale Demethylierung dieser 
Zellen (55, 72) ist gleichzeitig mit einer erhöhten Deletions- und Mutationsrate 
assoziiert (55). Mäuseembryonen, die homozygot für DNMT1 Mutationen sind, 
exprimieren biallelisch einige "imprinted genes" (55). Die Mehrheit dieser Embryonen 
bleiben in ihrer Entwicklung am 8.5 – 9. Embryonaltag stehen. Insgesamt ist eine 
homozygote Mutation für DNMT1 im Embryonalstadium letal (38). 
 
DNMT2 
DNMT2 ist auf Chromosom 10p15.1 lokalisiert und scheint keine 
Methylierungsaktivität zu besitzen (24, 48, 72). Die genaue Aufgabe dieser DNMTase 
muß noch geklärt werden, möglicherweise spielt sie eine Rolle bei der Strukturierung 
und Funktion von Zentromeren. Diese Vermutung liegt nahe, da man unterschiedliche 
Zentromerstrukturen und -funktionen in Abhängigkeit von dem Vorhandensein 
beziehungsweise Fehlen von DNMT2 bei Organismen festgestellt hat (4). In einer 
neueren Untersuchungsreihe von Liu et al. (2003) wird für DNMT2 eine katalytische 
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Aktivität (in vivo) vermutet (40). Zur Bestätigung dieser Aktivität der DNMT2 müssen 
allerdings noch weitere Untersuchungen durchgeführt werden.  
 
DNMT3 
Zu dieser DNMT-Familie gehören die DNMT3a auf Chromosom 2p23 und die 
DNMT3b auf Chromosom 20q11.2. Ihre primäre Aufgabe ist die De-novo-
Methylierung der DNA. Im Gegensatz zur DNMT1 haben sie gleiche Affinität zu 
hemimethylierter und unmethylierter DNA. Beide DNMTs werden in hohem Maße in 
embryonalen Stammzellen exprimiert und bei deren Differenzierung runterreguliert; in 
adulten Geweben sind sie nur in geringen Mengen nachweisbar (24, 47, 48, 50, 72). 
Trotz der vornehmlichen Expression beider Mitglieder der DNMT3-Familie in 
embryonalem Gewebe unterscheiden sie sich dort in ihren Expressionshäufigkeiten. 
DNMT3a ist mäßig exprimiert in embryonalem Ektoderm (→Anlage des 
Zentralnervensystems, Oberflächenektoderm) und schwach in mesodermalen Zellen 
(→Bindegewebe, Knorpel, Knochen, Muskulatur, Stammzellen der Erythro-, Myelo- 
und Lymphopoese, Blut-/Lymphgefäße, Herz, Milz, Nieren, Nebennieren, Keimdrüsen) 
von 7,5 Tage alten Embryonen. Am 8,5. und 9,5. Embryonaltag ist DNMT3a ubiquitär 
vorhanden mit einer erhöhten Expression in den Somiten und dem ventralen Anteil des 
Embryos. DNMT3b wird im Gegensatz dazu im embryonalen Ektoderm, neuralem 
Ektoderm und chorionalem Ektoderm am 7. Tag hoch exprimiert, während die Spiegel 
im Mesoderm und Entoderm (→Darmrohr) sehr gering sind. In späteren 
Entwicklungsstadien befindet sich DNMT3b hauptsächlich im Bereich der Augen und 
des Vorderhirns. Die Expression von DNMT3a und 3b ist also im Bereich des 
Ektoderms überlappend, wobei DNMT3b stärker exprimiert ist (48, 61). In knock-out 
Versuchen an Mäusen hat man eine spezielle Funktion, die nur die DNMT3b innehat, 
nämlich die Methylierung der zentromerischen Satelliten-DNA, entdeckt.  
 
Beim ICF-Syndrom (Immunodeficiency-centromeric instability-facial anomalies 
syndrome) ist eine Dysfunktion der Methylierung eben dieser Satelliten-DNA, beruhend 
auf einer Mutation des DNMT3b-Genes, für die Krankheit mitverantwortlich. Auf 
molekularer Ebene ist dieses Syndrom gekennzeichnet durch eine zentromerische 
Instabilität der Chromosomen 1, 9, 16 und zum Teil auch des Chromosoms 2, die zur 
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Entspiralisierung der DNA, zu Chromatid- und Chromosomenbrüchen und zu einem 
gesteigerten Chromosomenaustausch zwischen homologen und nicht-homologen 
Chromosomen führt. Am häufigsten sind diese Anomalien in peripheren 
Blutlymphozyten zu sehen. In Fibroblasten treten sie dagegen nur in sehr geringem 
Maße auf. Insgesamt weisen diese Patienten eine signifikante Hypomethylierung der 
DNA auf. Symptome des autosomal-rezessiv vererbten ICF-Syndroms sind: 
Gesichtsdysmorphien, mentale Retardierung, rekurrierende, prolongierte 
Erkältungskrankheiten, Infektionen der Haut und des Magen-Darm-Traktes, sowie ein 
variabler Immundefekt mit verringerter Immunglobulin-Produktion, Abnahme der 
natürlichen Killerzellen und der T-Lymphozyten (4, 29, 58, 75).  
 
Des Weiteren haben diese Versuche gezeigt, dass die Überlebensraten von DNMT3a 
und DNMT3b knock-out Mäusen unterschiedlich sind. DNMT3a knock-out Mäuse 
sterben nicht - wie die DNMT3b knock-out Mäuse - schon als Embryonen, sondern erst 
im Alter von 4 Wochen (postpartal) (47). Neben ihrer Funktion bei der 
Embryonalentwicklung sind die DNMT3a und 3b auch für die Methylierung von 
Fremd-DNA von Viren und Transposons verantwortlich (58). 
 
 
Methyltrans-
ferase Funktion Expression 
knock-out 
Mäuse 
Mutation 
beim 
Menschen 
DNMT1 Erhaltung adultes Gewebe, Embryo Tod in utero  
DNMT3a De novo Embryo Tod 4 Wochen post partum  
DNMT3b De novo Embryo Tod in utero ICF-Syndrom 
        Tabelle 4: Funktion der DNA-Methyltransferasen (47) 
 
 
In einer neueren Studie von Chen et al. (11) zur Etablierung und Erhaltung des 
Methylierungsmusters in murinen embryonalen Stammzellen wurde deutlich, dass die 
DNMT3a und 3b neben ihrer Funktion als De-novo-Methyltransferasen in ES-Zellen 
auch für den Erhalt des Methylierungsmusters essentiell sind. Die Inaktivierung der 
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DNMT3a und DNMT3b führte nämlich zu einem progressiven Verlust der 
Methylierung aller untersuchten Sequenzen einschließlich repetitiver Elemente 
inaktivierter und aktivierter Gene. 
 
 
3.5 Gewebespezifische Expression der DNA-Methyltransferasen 
 
Die DNA-Methyltransferasen werden in fast allen Geweben koordiniert exprimiert und 
zeigen in fetalen Geweben eine hohe Expressionsrate, während sie nur in niedrigen 
Leveln aber ubiquitär in den meisten adulten Geweben vorhanden sind. DNMT1 und 
DNMT3a sind in allen fetalen Geweben, DNMT3b nur in fetalem Lebergewebe stark 
vertreten. In adultem Gewebe ist DNMT1 prädominant, gefolgt von DNMT3a und 
DNMT3b (57). 
 
 
3.6 Methylierung als physiologischer Prozeß 
 
Die DNA-Methylierung spielt in zahlreichen physiologischen Prozeßen eine wichtige 
Rolle, so z.B. bei  
 
• der Inkativierung eines der beiden X-Chromosomen (bei Frauen) 
• dem genomischen Imprinting 
• der Stabilisierung der Chromatinstruktur 
• dem Alterungsprozeß und 
• der Differenzierung von embryonalen Stammzellen (fetale Entwicklung) 
 
Kurz nach der Befruchtung der Eizelle in der Präimplantationsphase wird das 
Methylierungsmuster der DNA gelöscht. Dieser Demethylierungsprozess ist noch nicht 
vollständig erforscht. Man vermutet jedoch, dass die Demethylierung sowohl aktiv als 
auch passiv erfolgen kann, aktiv durch ein putatives Enzym und passiv durch die 
Inhibition der Methylierung nach der Replikation (30, 64). Nach der Implantation 
erfolgt dann die De-novo-Methylierung der DNA, in welcher neue 
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Methylierungsmuster entstehen. So wird auch der Großteil der CpGs mit Ausnahme der 
CpG islands in dieser Phase methyliert. In dieser Postimplantationsphase ist der größte 
Teil der genomischen DNA methyliert, wobei auch eine gewebespezifische 
Demethylierung einiger Gene stattfindet (64). Für die beschriebene De-novo-
Methylierung der DNA sind hauptsächlich DNMT3a und 3b verantwortlich. DNMT1 
sorgt auch in der Embryonalentwicklung wahrscheinlich vornehmlich für die Erhaltung 
des neu entstandenen Methylierungsmusters (48). Wie wichtig das Zusammenspiel aller 
drei DNA-Methyltransferasen (DNMT1, 3a und 3b) für die Embryonalentwicklung ist, 
zeigen knock-out Versuche bei Mäusen (siehe oben). Vereinfachend dargestellt ist das 
Resultat der X-Chromosom-Inaktivierung und des Imprinting eines Genes ein selektives 
transkriptionelles Silencing. Das bedeutet, dass hauptsächlich Gene eines X-
Chromosomes eines Elternteils transkribiert werden (24). Die Stabilisierung der 
Chromosomenstruktur erfolgt zum einen durch die Bindung von 
Methylbindungsproteinen, die über Zwischenschritte zu einer Deacetylierung der 
Histone und damit zur Chromatinkondensation führen, und zum anderen durch die 
Methylierung der Satelliten-DNA durch die DNA-Methyltransferase (siehe Kapitel 3.3, 
3.4, ICF-Syndrom). Der Alterungsprozess ist zwar noch nicht im Detail geklärt, man 
beobachtet aber eine progressive Hypomethylierung auf der einen Seite und eine 
verstärkte Methylierung bestimmter Gene auf der anderen Seite (z. B. Zellregulatoren 
wie p16Ink4a) (18). 
 
 
3.7 Veränderung des Methylierungsmusters in der Tumorgenese und 
deren Auswirkungen auf zellbiologische Prozesse 
 
Die unter Kapitel 1 beschriebenen Veränderungen des Methylierungsmusters in 
Tumorzellen beruhen nach heutigem Wissensstand auf einer alterierten DNA-
Methyltransferase-Aktivität in diesen Zellen (24, 45, 64). Eine mögliche Ursache für die 
veränderte Methyltransferase-Aktivität ist die Überexpression der DNMTasen in 
Tumorzellen. Robertson et al. haben bei der Untersuchung von vier Tumorarten 
(Blasen-, Kolon-, Pankreas-, Nierentumoren) für DNMT1 eine durchschnittlich 4fach 
erhöhte Expression, für DNMT3a eine 3,1fach erhöhte und für DNMT3b eine 7,5fach 
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erhöhte Expression, verglichen mit den dazugehörigen normalen Gewebeproben, 
beobachtet (57). Kanai et al. haben in ihrer Studie an 32 Kolontumoren und 34 
Magentumoren ebenfalls für DNMT1 und DNMT3b signifikant erhöhte mRNA-Level 
beobachtet, allerdings keine Überexpression von DNMT3a. Zwischen dem Verhältnis 
der mRNA-Level in Tumoren und normalem Gewebe und dem klinisch-pathologischen 
Bild besteht für DNMT1 bei Kolon- und Magentumoren keine Abhängigkeit. Allerdings 
sind hohe DNMT3b mRNA-Level mit Lymphknotenmetastasen bei Magentumoren 
assoziiert sind. Eine signifikante Assoziation zwischen der DNA-Hypermethylierung 
und den klinisch-pathologischen Parametern der Tumoren ist nicht festgestellt worden. 
Die beobachtete Korrelation der Überexpression der DNMT1 mit der CpG island 
Hypermethylierung (bei Kolon- und Magenkrebs), die für DNMT3b nicht besteht, ist 
eines der bedeutensten Ergebnisse dieser Untersuchungen. Auch für die 
Tumorforschung an sich spielt diese Beobachtung eine große Rolle. Demnach fungiert 
DNMT1 bei der Tumorentstehung eventuell als De-novo-Methyltransferase, während 
sie in der gesunden Zelle und in der Embryonalentwicklung vor allem für die Erhaltung 
des Methylierungsmusters verantwortlich ist und DNMT3a und 3b die Aufgabe der De-
novo-Methylierung übernehmen (33). Ein anderer möglicher Mechanismus, der zu einer 
Steigerung der DNA-Methyltransferase-Aktivität führen kann, beruht auf der Bindung 
des RAS-Signals an die AP-1 Region des DNMT1 Promoters. Die Überexpression des 
C-FOS Genes führt zu einer zellulären Transformation. Sie wird durch eine erhöhte 
DNMTase-Aktivität hervorgerufen (64). Auch der Tumorsuppressor P21 spielt eine 
Rolle bei der Aktivitätskontrolle der DNMT1, weil DNMT1 und P21 um die Bindung 
an einen Hilfsfaktor der DNA-Replikation und –Reparatur konkurrieren. Der DNMT1-
PCNA-Komplex erscheint in normalen Zellen an Orten neu synthetisierter DNA und hat 
keinen Einfluss auf die Aktivität der DNMTase. P21 unterbricht in nicht-karzinogenen 
Zellen die Interaktion zwischen DNMT1 und PCNA und reguliert vermutlich auf diese 
Weise die DNA-Methylierung. In Anwesenheit von P21 erfolgt keine CpG island 
Methylierung. Für die Tumorzellen, denen die P21 Funktion fehlt, bewirkt der Verlust 
der Hemmung der DNMT1 womöglich eine gesteigerte CpG islands Methylierung (12, 
43, 64). 
 
 
 
24
Die abnormale Methylierung der DNA kann auf vielen Wegen zur Onkogenese führen 
(s. Abb. 3). Diese sind: 
 
• Mutation von 5mC zu T 
• DNA-Hypomethylierung und verstärkte Expression vorher inaktiver Gene (z.B. 
Onkogene, nur experimentell nachgewiesen) 
• Induktion chromosomaler Instabilität (s. ICF-Syndrom) und 
• Hypermethylierung und transkriptionelle Inaktivierung von Tumor-
suppressorgenen 
 
Methylierte Cytosine sind hot spots für Mutationen. Durch spontane hydrolytische 
Deaminierung von 5mC entsteht Thymin. Die Tumorsuppressorgene P53, RB, APC und 
andere sind von diesen Mutationen häufig betroffen. Im Gegensatz zur Mutation des 
unmethylierten Cytosins zu Uracil, die durch die Uracil-DNA-Glycosylase repariert 
werden kann, ist die 5mC→T Mutation irreparabel. Erniedrigte Spiegel globaler 
Methylierung zählen ebenfalls zu den typischen Veränderungen in Krebszellen (12, 19). 
Wie oben bereits erwähnt, kann diese Demethylierung aktiv durch ein hypothetisches 
Enzym oder passiv durch Inhibition der DNMTase nach der Replikation entstehen. Die 
Hypomethylierung befindet sich häufig im Bereich von Proto-Onkogenen, die dann 
verstärkt transkribiert und synthetisiert werden. So werden beispielsweise die Onkogene 
BCL-2 bei der CLL und K-RAS in Lungen- und Kolonkarzinomen vermehrt gebildet. 
Ferner kann die Hypomethylierung die Reaktivierung der Virus- und Retrovirus-DNA, 
die in gesunden Zellen methyliert und damit transkriptionell inaktiv vorliegen, 
induzieren. All diese Faktoren verändern das Expressionsverhalten der Zelle und tragen 
zur Tumorentstehung bei. Bedingt durch die Hypomethylierung der DNA verlieren 
einige Gene das Imprinting, folglich werden diese Gene verstärkt exprimiert - ein 
weiterer Baustein der Karzinogenese (24, 64, 66). Die Hypomethylierung CG-reicher 
Chromosomenabschnitte kann neben der Änderung des Transkriptionsverhaltens 
bestimmter Gene auch zu einer chromosomalen Instabilität mit erhöhter Deletions- und 
Chromosomenbruch-Rate (vgl. ICF-Syndrom) führen, die wiederum mit der 
Tumorgenese assoziiert ist. Hypomethylierung und Instabilität der Zentromerregion der 
Chromosomen 1 und 16 werden auch bei Ovarial-, Mamma- und Wilms-Tumoren 
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beobachtet (66). Die genauen Mechanismen sind bislang nicht näher untersucht worden. 
Das Phänomen der Hypermethylierung bestimmter Gene in Tumoren betrifft vor allem 
Tumorsuppressor-Gene, die dadurch inaktiviert werden. Die Inaktivierung der 
Tumorsuppressoren beruht auf der Bildung von Repressorkomplexen mittels MBDs und 
HDACs. Tumorsuppressoren, die auf diese Weise stillgelegt werden, sind zum Beispiel 
das RB Gen, p16 und p15 (2, 24, 64, 69).  
 
Abweichende Methylierung in Tumorzellen bewirkt: 
 
• den Verlust der Zell-Zyklus-Kontrolle 
• veränderte Funktionen von Transkriptionsfaktoren 
• veränderte Rezeptorfunktionen 
• Störungen der Zell-Zell-Adhäsionen 
• die Inaktivierung von Signaltransduktionswegen 
• den Verlust von Apoptose-Signalen 
• genetische Instabilität und 
• den Verlust von Reparaturenzymen 
 
und kann somit zu Wachstumsvorteilen und zur Tumorentstehung beitragen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
26
CH3 CH3 CH3 CH3 CH3 
1. 
Pol II 
3.
2 
CH3 CH3 CH3 CH3 CH3 
CH3 CH3CH3 CH3 CH3
CH3 
CH3 CH3 CH3 CH3 
Pol II 
4.
 
 
 
 
Onkogene Punktmutationen      Inaktivierung von Tumorsupressorgenen 
 
 a. normale aktive Transkription von Tumorsupressoren 
         
 
 
     C      C      C      C      C 
 
 
  
 
 b. Transkriptionsinhibition durch Methylierung 
 
 
 
 
 
 
     C      C      C      T      C 
 
Beispiel: P53 Gen            Beispiele: Rb bei Retinoblastomen, VHL bei Nierenzell-Ca  
P16 in vielen soliden Ca, P15 bei akuten Leukämien, 
Myelomen           
   
 
 
 
 
Aktivierung von Proto-Onkogenen Chromosomale Instabilität führt zu DNA-
Methylierungsstörungen 
 
a. Transkriptionsinhibition durch Methylierung a. normale Methylierung    
   
 
 
 
  
    
             Methylase 
                                                                                         Sequenz erforderlich                                 normaler Chromosom- 
                                                                                         für Chromosomerhaltung                         erhalt 
b. aktive Transkription 
 b. Verlust der De-novo-Methyltransferase-Aktivität 
 
 
 
              Methylase 
Beispiele: BCL-2 bei CLL, K-ras bei Lungen-                                                                                    Chromosomenverlust      
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Abbildung 3: DNA Methylierung und Tumoren (64) 
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3.8 Inhibition der DNMTs 
 
Ein wichtiger Unterschied zwischen der genetischen und epigenetischen Modifikation 
der DNA ist die Reversibilität der epigenetischen Veränderung (Methylierung). Diese 
Reversibilität der Methylierung ist auch für die Tumortherapie von großer Bedeutung, 
denn abnormale Methylierungsmuster in Tumorzellen stellen Angriffspunkte der 
Krebstherapie dar (2). Mithilfe von demethylierenden Agentien (5-Azacytidin, 
Procainamid, Procain) kann die Methylierung der DNA aufgehoben und somit die 
Expression der Tumorsuppressor-Gene reaktiviert werden. Diese Reaktivierung der 
Tumorsuppressoren kann unter Umständen zu einer Heilung der Tumorerkrankung, 
zumindest aber zu einer Verzögerung der Tumorprogression führen. Leone et al. (37) 
haben in ihrer Studie an hämatologischen Malignomen wie z.B. dem 
myelodysplastischen Syndrom festgestellt, dass eine Therapie mit DNA-
Methyltransferase-Inhibitoren wie 5-Azacytidin und Decitabin verglichen mit intensiver 
Chemotherapie zu einer höheren Antwortrate, einer besseren Lebensqualität, einem 
reduziertem Leukämie-Risiko und einer verbesserten Überlebensrate führt. Villar-Garea 
et al. (76) haben in ihrer Studie an der Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 einen 
wachstumsinhibierenden Effekt des demethylierenden Agens Procain beobachtet. 
Neben der gewünschten demethylierenden Wirkung von 5-Azacytidin bewirkt es 
eventuell auch eine globale Demethylierung der DNA. So würden auch Proto-
Onkogene, die zuvor durch Methylierung inaktiv waren, aktiviert. Neben dieser 
vermutlichen Kanzerogenität (Aktivierung von Proto-Onkogenen) ist 5-Azacytidin 
aufgrund seiner Antimetaboliten-Aktivität vor allem im Bereich des Knochenmarks 
stark zytotoxisch. Trichostatin A als Histon-Deacetylase-Inhibitor ist ebenfalls in der 
Lage, die Transkription einiger Gene zu reaktivieren. Angriffsort dieses Reagenzes ist 
der Interaktionskomplex zwischen methylierter DNA, Methyl-Bindungs-Proteinen und 
der Histon-Deacetylase. Der genaue Wirkmechanismus von Trichostatin ist jedoch bis 
heute nicht geklärt. 5-Azacytidin und Trichostatin A wirken synergistisch. So werden 
bei zusätzlicher Behandlung mit 5-Azacytidin vormals methylierte Gene reaktiviert, die 
durch alleinige Trichostatin Gabe nicht reaktiviert werden konnten (2, 24, 45, 52, 64). 
Ein neuerer Versuch der DNMTase-Inhibition erfolgt mittels DNMTase-Antisense-
Oligonucleotiden. Ergebnisse der Antisense-Oligonucleotid- Behandlung von 
Tumorzellen sind: 
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• limitierte Reduktion der Methylierungslevel des Genoms 
• limitierte Reduktion der DNMTase steady state mRNA und Protein-Level 
• Demethylierung vorher methylierter Gene 
• Inhibition der serum-unabhängigen Überlebensfähigkeit der Tumorzellen 
• Inhibition des adhäsions-unabhängigen Wachstums und 
• Inhibition der Tumorgenese in isogenen Mäusen (42). 
 
Die Inhibition der DNMT1 führt außerdem zu einer Inhibition der DNA-Replikation. 
Der genaue Mechanismus hierfür ist allerdings bisher unbekannt (35). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
29
4 Material und Methoden 
 
 
4.1 Patientenkollektiv 
 
 
Probe Alter (Jahre) Geschlecht Outcome Todesursache 
MBs     
9011EE02 6 f lebend Krankheitsprogression 
9207P05 0,42 m tot stabil bis 2003 
9410P009 16 m lebend stabil bis 2003 
9501P002 7 m lebend stabil bis 2003 
9501P050 6 m lebend stabil bis 2003 
9503P010 9 m lebend stabil bis 2003 
9601P300 4 m lebend stabil bis 2003 
9603P078 5 m tot Krankheitsprogression 
9609P256 6 m lebend stabil bis 2003 
9704P191 7 m lebend stabil bis 2003 
9707P304 3 m lebend Krankheitsprogression 
9709P601 6 m lebend stabil bis 2000 
9903P901 5 m lebend stabil bis 2000 
PNO1 8 m tot bei OP 
PNO2 6 f lebend stabil bis 2003 
PNO3 5 m lebend stabil bis 2003 
PNO4 2 m tot Krankheitsprogression 2001 
PNO5 2 m tot Krankheitsprogression 2000 
PNO102 3 m tot Krankheitsprogression 2001 
PNO179 2 m tot Krankheitsprogression 2004 
PNO182 5 m lebend stabil bis 2003 
PNO184 7 f lebend stabil bis 2003 
 
 
 
 
 
 
 
30
Probe Alter (Jahre) Geschlecht Outcome Todesursache 
Kleinhirn     
9609P315 4 f  congenitale Herzerkrankung 
9609P325 11 f  congenitale Herzerkrankung 
9703P309 9 f  Herzstillstand bei chron. Glomerulonephritis mit Hypertonus 
9704P318 1 m  metabolische Erkrankung 
9708P600 17 m  Lymphom 
PNO62 60 m  Aortenaneurysma 
PNO63 60 m  Aortenaneurysma 
PNO174 67 m  kongestive Herzerkrankung 
PNO186 0,5 f  SIDS 
stPNET     
9402I05 3 f unbekannt unbekannt 
9408P004 3 f tot Krankheitsprogression 
9602P366 4 m lebend stabil bis 2003 
PNO6 3 m tot Krankheitsprogression 2002 
PNO20 13 f lebend stabil bis 2003 
PNO121 5 m lebend Krankheitsprogression 2003 
 f: female 
 m: male 
 SIDS: Sudden Infant Death Syndrome 
Tabelle 5: Patientenkollektiv 
 
 
Die in zahlreichen Studien beschriebene leichte Knabenwendigkeit bei Patienten mit 
stPNET konnte in dieser Arbeit (vermutlich aufgrund der geringen Stichprobengröße) 
nicht bestätigt werden (m:w=1:1). Das in der Literatur aufgezeigte vermehrte Auftreten 
dieser Tumorart im Vorschulalter konnte auch in dieser Untersuchungsreihe beobachtet 
werden. Die Stichprobe der Medulloblastompatienten in dieser Arbeit (s. Tab. 5) zeigt 
die typische Altersverteilung mit zwei Altersgipfeln, nämlich von 2-4 Jahren und von 8-
9 Jahren. Allerdings weicht die Geschlechtsverteilung von der erwarteten (m:f=2:1) ab, 
es zeigt sich hier ein Verhältnis von Jungen zu Mädchen von 6,3:1 (8, 59). Die 
Kontrollgruppe (gesundes Kleinhirn) umfasst alle Altersgruppen vom Säugling bis zum 
Erwachsenen mit einer Geschlechtsverteilung von männlich zu weiblich von 1,25:1.  
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4.2 Primer 
 
 
Gen F Primer R Primer Produkt Annealing
GPI gac ccc cag ttc cag aag ctg c gca tca cgt cct ccg tca cc 178bp 60°C 
DNMT1 atg ccg gcg cgt acc gcc cca g atg gtg gtt tgc ctg gtg c 500bp 58°C 
DNMT3a ggg gac gtc cgc agc gtc aca c cag ggt tgg act cga gaa atc gc 279bp 65°C 
DNMT3b cct gct gaa tta ctc acg ccc c gtc tgt gta gtg cac agg aaa gcc 233bp 65°C 
     Tabelle 6: RT-PCR Primer 
 
 
Gen F Primer R Primer Sonde 
GAPDH gaa ggt gaa ggt cgg agt c gaa gat ggt gat ggg att tc caa gct tcc cgt tct caa cc 
 Tm: 60°C Tm: 58°C Tm: 62 C 
DNMT1 aca tca aaa tcc ggg tca aca gat gtc tgc gtg gta gct cg cct gag aac acc cac aag tcc act cca 
 Tm: 60°C Tm: 64°C Tm: 84°C 
DNMT3a tcc cgg ctc cag atg ttc t agc tgg gac agg tgg gtc aa ata acc acg acc agg aat ttg acc ctc c 
 Tm: 60°C Tm: 64°C Tm: 84°C 
DNMT3b gtt ccc tct tgc tca gtg gg cgt gtt agg ctg ctc caa gc agc ctg agg tgc cgc ctc ctt gtg cac aaa
 Tm: 64°C Tm: 64°C Tm: 96°C 
Tabelle 7: TaqMan Primer und Sonden 
 
 
4.3 Tumorasservierung 
 
Nach Genehmigung der Arbeit durch die Ethikkommission wurden alle Proben vom 
Children`s Hospital in Columbus Ohio (USA) oder aus der Neuropathologie der 
Universitätsklinik Münster (Deutschland) bezogen. Unmittelbar nach der chirurgischen 
Resektion der Tumoren ist das Tumorgewebe in Flüssigstickstoff eingefroren worden.  
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4.4 RNA-Isolation aus Tumorgewebe 
 
Zunächst wurde das Tumorgewebe in 3 – 4ml Trizol (Invitrogene, Karlsruhe, 
Deutschland) gegeben und in flüssigem Stickstoff gefroren. Nachdem das gefrorene 
Tumorgewebe zerhämmert und erneut in flüssigem Stickstoff gefroren wurde, wurde 
das Gewebe gemörsert und in einem Reaktionsgefäß bei 37ºC im Wasseerbad aufgetaut. 
Anschließend wurde die Probe zweimal mit 3ml Chloroform/Isoamyl (Sigma, 
Taufkirchen, Deutschland) gelöst und bei 5100rpm und 4ºC für 10 Minuten zentrifugiert 
(Eppendorf Centrifuge 5417R, Wesseling-Berzdorf, Deutschland). Nach Verwerfen des 
Überstandes wurde die RNA durch Zugabe von 4ml Isopropanol sowie 3µl Glykogen 
(Roche, Mannheim, Deutschland) bei -20ºC 2h gefällt. Im Anschluss wurde sie 30 
Minuten bei 4ºC und 5100rpm zentrifugiert. Das so entstandene Pellet wurde mit 2ml 
70%igem Ethanol gewaschen und erneut 10 Minuten bei 4ºC zentrifugiert. 
Abschließend wurde der Überstand entfernt und das Pellet luftgetrocknet. Nach 
Trocknung des Pellets wurde die RNA in 100µl ddH2O (Invitrogene, Karlsruhe, 
Deutschland) zurückgelöst und in ein Eppendorfgefäß überführt. Die isolierte RNA 
wurde aliquotiert und dann bei -80ºC aufbewahrt. Zur Kontrolle der RNA-Qualität 
wurde eine Gelelektrophorese in einem 1%igen Agarosegel (high EEO research grade, 
Serva, Heidelberg, Deutschland) analysiert, zusätzlich wurden photometrische 
Messungen der RNA-Konzentration durchgeführt. 
 
 
4.5 Zellkultur 
 
Insgesamt acht Zelllinien (MMH-PNET-5, D283 Med, D341 Med, D425 Med, MHH-
MED-1, PFSK, UW-228 und Daoy) wurden in dieser Studie analysiert (s. Tab. 8). Im 
Gegensatz zu den anderen Zelllinien, die alle Medulloblastom-Zelllinien darstellen, 
stammen MMH-PNET-5 aus einem spinalen PNET und PFSK aus einem 
supratentoriellen PNET. Alle Zelllinien wurden in einem Nährmedium bestehend aus 
DMEM mit hohem Glucoseanteil (Invitrogene, Karlsruhe, Deutschland), 10-15% FCS 
und 4mM L-Glutamin (Invitrogene, Karlsruhe, Deutschland) ohne Zusätze von 
Antibiotika im Wärmeschank bei 37°C in einer feuchten Atmosphäre von 95% Luft und 
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5% CO2 kultiviert. Adhärente Zelllinien wie Daoy, UW-228, PFSK, sowie die 
semiadhärente Zelllinie MMH-PNET-5 wurden in der exponentiellen Wachstumsphase 
(bei einer 80-95%igen Konfluenz) mittels 0,05%igem Trypsin (Invitrogene, Karlsruhe, 
Deutschland) geerntet. Die Suspensionszelllinien D283 Med, D341 Med, D425 Med 
und MHH-MED-1 wurden durch Zentrifugation (SIGMA 4K15C, Sigma, Taufkirchen, 
Deutschland) geerntet, wenn ihre Dichte zwischen 1×106 und 2×106 Zellen/ml betrug. 
 
 
Probe Tumortyp Herkunft 
Daoy Medulloblastom ATCC, Rockland, USA 
D283 Med Medulloblastom ATCC, Rockland, USA 
MHH-MED-1 Medulloblastom ATCC, Rockland, USA 
D341 Med Medulloblastom ATCC, Rockland, USA 
MHH-PNET-5 spinaler PNET D. Birmer, Duke University, USA 
D425 Med Medulloblastom D. Birmer, Duke University, USA 
UW-228 Medulloblastom J. Silber, Washington State University, Seattle, USA 
PSFK stPNET ATCC, Rockland, USA 
  Tabelle 8: Herkunft der Zelllinien 
 
 
4.6 RNA Isolation aus Zelllinien 
 
Zur RNA-Isolation aus einer Zellkultur wurden pro 6×106 Zellen 0,75ml Trizol 
(Invitrogene, Karlsruhe, Deutschland) benötigt. Pro 0,75ml Trizol Reagenz wurden 
0,2ml Chloroform (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) zugefügt und die Probe 15 
Sekunden lang geschüttelt. Anschließend wurde sie 2-3 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Im nächsten Schritt wurde die Probe bei 12000rpm 15 Minuten lang bei 4ºC 
zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5417R, Wesseling-Berzdorf, Deutschland). In dem 
entstandenen 3-Phasen-Gemisch befand sich die RNA in der farblosen wässrigen 
oberen Phase, während die übrigen Zellkomponenten und die DNA in der Interphase 
bzw. in der Unterphase lagen. Die wässrige Oberphase wurde vorsichtig in ein neues 
Tube abpipettiert (bis 600µl). Zu diesem Gemisch wurden 2µl Glycogen (Roche, 
Mannheim, Deutschland) pro 0,75ml Trizol Reagenz hinzugefügt. Die RNA wurde 
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anschließend mit 0,5ml RNA only Isopropylalkohol präzipitiert und geschüttelt. Die 
RNA wurde nun für mindestens 1h bei -20ºC gekühlt. Nach dem Einfrieren wurde die 
Probe bei 12000rpm und 4ºC für 10 Minuten zentrifugiert. Erneut wurde der Überstand 
abpipettiert, so dass nur noch das RNA Pellet übrig blieb. Dieses Pellet wurde nun mit 
75%igem Ethanol gewaschen. (Pro 0,75ml Trizol wurde 1ml Ethanol hinzugefügt.) Die 
Probe wurde erneut - dieses Mal allerdings bei 7500rpm und 4ºC 5 Minuten lang - 
zentrifugiert. Anschließend wurde der Ethanol-Überstand entfernt und das RNA-Pellet 
an der Luft getrocknet. Abschließend wurden zu dem RNA-Pellet 30µl DEPC H2O 
pipettiert und die Probe wurde bei 55-60ºC 10 Minuten inkubiert. Nach Ablauf der 
Inkubationszeit wurde sie dann bei 4ºC abgekühlt. Zur Qualitätskontrolle wurden 1µl 
der isolierten RNA für die Gelelektrophorese (1%iges Agarosegel, Serva, Heidelberg, 
Deutschland) benötigt. Für die Spektrometrie wurden zu 2µl der RNA-Probe 200µl TE-
Puffer gegeben. Die RNA-Konzentration konnte dann über die spektometrische 
Messung (Eppendorf BioPhotometer, Hamburg, Deutschland) nach der Formel: 
Abs260×4×Verdünnung errechnet werden. 
 
 
4.7 cDNA Synthese 
 
Die gesamte aus Zelllinien und Geweben erhaltene RNA wurde mittels hitzestabiler 
Enzyme in cDNA umgeschrieben (ThermoskriptTM, Invitrogene, Karlsruhe, 
Deutschland). Hier wurden insgesamt 2µg RNA verwendet, die zunächst in zwei 
verschiedenen Ansätzen (je 1µg) behandelt und zum Schluss zusammengefügt wurden. 
In ein Eppendorfgefäß wurden zu den 1µg RNA 1µl Random Hexamers gegeben und 
mit DEPC H2O auf 10µl aufgefüllt, während im anderen Ansatz anstelle der Random 
Hexamers 1µl Oligo (dT)20 hinzugegeben wurden. Anschließend wurden beide Proben 
zuerst 5 Minuten bei 65ºC inkubiert und danach auf Eis gekühlt. Der Master-Mix, 
bestehend aus 4µl 5×cDNA-Puffer, 1µl 0.1M DTT, 1µl RNAse OUT (40U/µl), 2µl 
dNTP (10mM), 1µl Thermoscript (15U/µl) und 1µl DEPC H2O, wurde den beiden auf 
Eis stehenden Proben jeweils hinzugefügt. Anschließend wurde der Ansatz mit den 
Random Hexamers 10 Minuten bei 25ºC und danach 50 Minuten bei 50ºC, der Oligo 
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(dT)20 Ansatz dagegen 60 Minuten lang bei 50ºC inkubiert. Nach diesen 60 Minuten 
wurden die Enzyme in beiden Versuchsansätzen 5 Minuten bei 85ºC hitzeinaktiviert. 
Sodann wurden die Ansätze zusammengefügt und mit 20µl DEPC H2O aufgefüllt. Um 
die Qualität der cDNA zu testen wurde zunächst für jede cDNA eine RT-PCR mit dem 
"housekeeping gene" GPI durchgeführt. 
 
 
4.8 RT-PCR 
 
Die Primer wurden mit Hilfe des Computerprogrammes Primer Express (Perkin-Elmer 
Applied Biosystems, Foster City, CA) designt und bei Invitrogene (Karlsruhe, 
Deutschland) bestellt (s. Tab. 6). Das Volumen der PCR-Reaktion betrug 25µl. Pro 
Reaktion wurde zur cDNA der PCR-Master-Mix, bestehend aus 1µl Forward Primer 
(10µM), 1µl Reverse Primer (10µM), 1µl dNTP (10mM, Q-Biogene, Heidelberg, 
Deutschland), zusammengesetzt aus 0,2mM dATP, dTTP, dCTP und dGTP, 1µl DMSO 
(100%, Serva, Heidelberg, Deutschland), 2µl MgCl2 (25mM, Q-Biogene, Heidelberg, 
Deutschland), 2,5µl 10×Puffer (Q-Biogene, Heidelberg, Deutschland) sowie 0,25µl 
Taq-Polymerase (5U/µl, Q-Biogene, Heidelberg, Deutschland) und dem Rest ddH2O 
(Invitrogene, Karlsruhe, Deutschland) zu einem Gesamtvolumen von 25µl, gegeben. 
Die PCR-Reaktion erfolgte in dem GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, 
Foster City, CA). Im Allgemeinen wurden die Proben zunächst für 10 Minuten bei 95ºC 
denaturiert. Dieser ersten Denaturierungsphase schlossen sich 40 Zyklen, die sich aus 
drei Phasen zusammensetzten, an. Die erste Phase bei 96ºC (30s) diente der 
Denaturierung (der neusynthetisierten) DNA. In der zweiten Phase wurden die Primer 
bei einer für jeden Primer spezifischen Temperatur an die DNA (30s) gebunden. Dieser 
Phase schloss sich die Elongationsphase bei 72ºC für 1 Minute an. Nach Ablauf der 40 
Zyklen begann die finale Elongation bei 72ºC für 5 Minuten. 
 
Die Probenauftrennung erfolgte nach abgeschlossener RT-PCR mit der 
Gelelektrophorese auf einem 1,8%igen Agarosegel (Serva, Heidelberg, Deutschland). 
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Alle DNMT-RNA-Level wurden dabei auf die mRNA-Level des "house keeping gene" 
GPI normalisiert. Als positive Kontrolle wurde die cDNA aus normalem Kleinhirn 
9609P315 und als negative Kontrolle aliquotiertes ddH2O eingesetzt. Von jeder cDNA 
Probe wurde mindestens zweimal eine RT-PCR Reaktion durchgeführt, sodass später 
der Mittelwert der DNMT-Expression berechnet werden konnte. 
 
 
4.9 TaqMan-Real-Time-PCR 
 
Im Gegensatz zur (semiquantitativen) RT-PCR stellt die TaqMan-Real-Time-PCR ein 
quantitatives Verfahren zur Analyse der mRNA-Transkription dar. Die für die TaqMan-
Real-Time-PCR benötigten Primer wurden mit Hilfe des Computerprogrammes Primer 
Express (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA) designt und bei 
Eurogentec (Köln, Deutschland) synthetisiert. Die Sonde war 5`FAM und 3`TAMRA 
markiert. Die auf diese Weise designten Primer und Sonden hatten die in Tabelle 7 
beschriebenen Sequenzen. Zu den für die TaqMan-Reaktion benötigten Materialien 
gehörten TaqMan-Universal Master-Mix der Firma Perkin Elmer Applied Biosystems, 
sowie Primer mit einer Stammkonzentration von 100µM und einer Arbeitskonzentration 
von 10µM. Die Stammkonzentration der verwendeten Sonde betrug ebenfalls 100µM, 
ihre Arbeitskonzentration 5µM. Des Weiteren wurden DEPC behandeltes aliquotiertes 
ddH2O (RNAse-, DNAse- und Pyrogen-frei, Invitrogene, Karlsruhe, Deutschland), 
Filter-Pipettenspitzen, eine 96-Well-Reaktionsplatte (PE Applied Biosystems, Foster 
City, CA) und Optical Flat Cap Strips, Achterstreifen (PE Applied Biosystems, Foster 
City, CA), verwendet. Für die Reaktion wurden die cDNAs im Vergleich zur normalen 
RT-PCR 1:5 bis 1:10 verdünnt. Von einer cDNA-Probe, in diesem Fall 9704P191 
(Medulloblastom-Probe), wurde ein allgemeiner Standard mit den Verdünnungen 1:1, 
1:4, 1:16, 1:64, 1:256 und 1:1000 vorbereitet, diese wurden bei jeder Reaktion mit 
jeweils einer Doppelprobe eingesetzt. Zu jeder Probe/Standard (2,5µl) wurden 11,25µl 
des Master-Mixes, 0,225µl Primer F, 0,225µl Primer R, 0,5µl Sonde und 7,8µl ddH2O 
gegeben. Das Gesamtvolumen in einem Well betrug 22,5µl. Bevor die Reaktionsplatte 
in den TaqMan gestellt wurde, wurde sie für eine Minute bei 1000g zentrifugiert. Die 
Reaktionszyklen des TaqMan gliederten sich wie folgt: Zunächst wurden die Proben auf 
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50ºC für zwei Minuten erwärmt. Dieser Phase schloss sich die initiale Denaturierung 
der DNA bei 95ºC für 10 Minuten an. Danach erfolgten 40 Zyklen mit jeweils zwei 
Phasen: erneuter Denaturierung der DNA bei 95ºC für 15 Sekunden und folgender 
Primerbindung und Elongation bei 60ºC für 60 Sekunden. Die TaqMan-Reaktion im 
ABI PrismTM 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems, Foster City, CA) benötigte 
ca. 2 h. 
 
Für jede cDNA-Probe wurden dabei mindestens zwei Analysen durchgeführt, sodass für 
jede Probe ein Mittelwert berechnet werden konnte. Die Expressionshöhe der DNA-
Methyltransferasen in jeder einzelnen Proben wurde anschließend auf die Expression 
des "house keeping gene" (GAPDH) in derselben Probe normalisiert, um Unterschiede 
der Effektivität der reversen Transkription und unterschiedliche cDNA-Mengen 
ausschließen zu können. Als Referenzwert diente die Probe 9609P315 (normales 
Kleinhirn). 
 
 
4.10 Aufreinigung von PCR-Produkten für die direkte Sequenzierung 
 
Zur Überprüfung, ob die in der Gelelektrophorese dargestellten Banden tatsächlich von 
den jeweils entsprechenden DNMT DNAs kodiert wurden, wurden für jede DNMTase 
Sequenzanalysen durchgeführt. Die Sequenzierungsergebnisse wurden anschließend 
mithilfe des Programms est2genome (http://csc-
fserve.hh.med.ic.ac.uk/emboss/est2genome.html) mit der genomischen DNA (NCBI) 
verglichen. 
Im ersten Schritt erfolgte die RT-PCR mit jeweils zwei Proben (Daoy, D283 Med) mit 
der doppelten Probenmenge. Zur Herstellung des Master-Mixes wurde ebenfalls die 
doppelte Menge des normalen RT-PCR Ansatzes berechnet, je 2µl des Vorwärts- und 
Rückwärts-Primers zu 2µl dNTP, 2µl DMSO, 4µl MgCl2, 5µl 10×Puffer, 0,5µl 
TaqPolymerase und 30,5µl ddH2O gegeben. Die Einstellung der PCR-Maschine erfolgte 
wie oben beschrieben (5.6) mit den für die jeweilige DNMTase spezifischen 
Temperatureinstellungen. Für die Sequenzierung der PCR-Produkte mussten darauf 
folgend die noch in der PCR-Probe vorhandenen Primer über ein Agarose-Gel von dem 
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PCR-Produkt getrennt werden. Dazu wurde ein 1,5%iges Agarose-Gel vorbereitet. 
Nach einer ca. 1,5-stündigen Laufzeit bei 90V wurden die zu eluierenden Banden so 
schnell wie möglich unter UV-Licht ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefäß (1,5ml) 
überführt. Die Elution der DNA erfolgte entsprechend der Anleitung von Qiagen.  
 
QIAquick Gel Extraction Kit Protokol (QiaGen, Hilden, Deutschland) 
Pro 1 Volumenanteil Gel wurden 3 Volumenanteile QG-Puffer hinzugefügt. Während 
der sich anschließenden 10-minütigen Inkubationszeit bei 50º C wurden die Proben alle 
2-3 Minuten gevortext. Nachdem das Gel vollständig aufgelöst war, wurde pro 
Volumen Gel 1 Volumenanteil Isopropanol hinzugefügt und gut durchgemischt. Im 
Anschluss wurden die QIAquick Säulchen in 2ml Sammeltubes platziert. Zur Bindung 
der DNA an die Säulchenmembran wurden die Proben auf die Säule gebracht und 1 
Minute bei 13000rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durchflusses wurden 0,5ml 
QG-Puffer auf die Säulchen pipettiert und erneut 1 Minute bei 13000rpm zentrifugiert. 
Der Überstand wurde verworfen. Zum Waschen der cDNA wurden 0,75ml PE-Puffer 
hinzugegeben und es wurde unter gleichen Bedingungen ein weiteres Mal zentrifugiert, 
der Durchfluss wurde verworfen und es wurde erneut zentrifugiert. Zur DNA-Lösung 
wurde zunächst das Säulchen in ein frisches 1,5ml Eppendorf-Tube gegeben, dort 
wurden dann 30–50µl H2O auf die Mitte der QIAquick-Membran gegeben und 1 
Minute lang zentrifugiert (s. o.). Die so aufgereinigte cDNA wurde zur Konzentrations-
bestimmung auf ein 1,5%iges Agarose-Gel aufgetragen und anschließend in einer 
weiteren PCR auf die Sequenzierung vorbereitet. Zur Probenvorbereitung für die 
Sequenzierungs-PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA) wurden je 1µl 3.1 Mix, 
1µl 3.1 Puffer, 1,5µl Primer F (1µM) sowie konzentrationsabhängig die zu unter-
suchende cDNA (30–35ng) benötigt. Die Reaktionen wurden mit ddH20 zu einem 
Gesamtvolumen von 10µl aufgefüllt. Anschließend erfolgte die RT-PCR-Reaktion. Die 
initiale Denaturierung der DNA fand bei 96°C (4min) statt. Dieser schlossen sich 35 
Zyklen mit 3 Temperaturstufen an: weitere Denaturierung bei 96°C (20s), das 
Primerannealing bei 50°C (10s) und die Prolongationsphase bei 60°C (2min). 
Abschließend wurde die Reaktion auf 4°C gekühlt. 
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4.11 Restriction Landmark Genomic Scanning (RLGS) 
 
Zur Überprüfung einer eventuell bestehenden Korrelation zwischen der DNMT 
Expressionshöhe und der stattgefundenen DNA Methylierung (RLGS Gele) wurde eine 
Korrelationsanalyse nach Pearson durchgeführt. 
Die RLGS-Analysen wurden nach dem Protokoll von Smiraglia et al. (65) durchgeführt. 
Alle Tumor RLGS-Profile wurden mit den Kontroll-Profilen von drei normalen 
Kleinhirnen-, einem adulten Großhirn- und vier peripheren Blutlymphozyten-Profilen 
verglichen. Die RLGS-Profile wurden dabei durch direktes Aufeinanderlegen der 
Tumor-Profile mit den normalen Profilen analysiert, wobei Unterschiede der 
Fragmentintensität markiert wurden. Die Fragmentbenennung erfolgte dabei in 
Übereinstimmung mit dem Masterprofil (PBL-DNA).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
40
5 Ergebnisse 
 
Zur Überprüfung der Annahme, dass bei Hirntumoren, ähnlich wie bei zahlreichen 
anderen Tumoren (33, 44, 57), eine vom normalen Gewebe abweichende Expression der 
DNA-Methyltransferasen vorliegt, wurden mRNA-Analysen dieser Enzyme 
durchgeführt. Diese Expressionsanalysen wurden zum einen mittels der 
semiquantitativen RT-PCR und zum anderen mithilfe des quantitativen Verfahrens der 
TaqMan-Real-Time-PCR untersucht. 
 
 
5.1  Expression der DNMTasen 
 
Acht Zelllinien, neun Proben aus gesundem Kleinhirn, fünf stPNET-Proben und 
zweiundzwanzig Medulloblastom-Proben wurden mit der semiquantitativen RT-PCR in 
mindestens zwei unabhängigen Versuchsdurchläufen untersucht. 
 
DNMT1 war in nur einer der vierundvierzig Proben erhöht exprimiert, diese Probe 
gehörte zur Stichprobe der Zelllinien (D283 Med, 12,5%). Weder bei den normalen 
Kleinhirnproben, noch bei stPNET-Proben oder Medulloblastomenn zeigten sich 
gesteigerte DNMT1 mRNA- Level. In vierunddreißig Proben, zwei Zelllinien (25%), 
sechs nomalen Kleinhirnen (66,7%), vier stPNET (80%) und zweiundzwanzig 
Medulloblastomen (100%), ließen sich auf dem Gel für DNMT1 keine Banden abbilden 
(s. Tabelle 8). 
 
In insgesamt fünf Proben, einer Zelllinie (D283 Med, 12,5%), einem stPNET (PNO6, 
20%) und drei Medulloblastomen (9601P300, 9704P191, PNO179, 13,6%) traten 
erhöhte und in 13 Proben, drei normalen Kleinhirnen (33,3%), zwei Zelllinien (D425 
Med, UW-228, 25%), einem stPNET (20%) und sieben Medulloblastomen (31,8%) 
erniedrigte DNMT3a mRNA Level auf (s.Tab. 9, s. Abb. 4).  
 
Die DNMT3b mRNA-Level stellten sich in insgesamt 17 Proben erhöht dar, in einer 
Zelllinie (D283 Med, 12,5%), vier normalen Kleinhirnen (9704P318, 9708P600, 
PNO63, PNO 174, 44,4%), einem stPNET (9402I05, 20%) und elf Medulloblastomen 
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(9410P009, 9501P050, 9503P010, 9601P300, 9603P078, 9609P256, 9704P191, PNO2, 
PNO5, PNO102, PNO179, 50%). Erniedrigte oder nicht nachweisbare DNMT3b 
mRNA-Level bestanden bei 16 Proben, einer Zelllinie (12,5%), drei gesunden 
Kleinhirnen (33,3%), drei stPNET (60%) und neun Medulloblastomen (40,9%, s. 
Tabelle 8). 
 
 
Probe DNMT1 DNMT3a DNMT3b 
9609P315 ((+)) ++ (+) 
PNETs    
9402I05 / ++ ++ 
9408P004 ((+)) ++ ((+)) 
9602P366 / +(+) / 
PNO6 / +++ (+) 
PNO20 / ++ ((+)) 
Medulloblastom    
9011EE02 / ++ (+) 
9207P05 / ++ ((+)) 
9410P009 / ++ ++ 
9501P002 / ++ / 
9501P050 / ++ + 
9503P010 / ++ + 
9601P300 / +++ ++ 
9603P078 / ++ +++ 
9609P256 / +(+) ++++ 
9611P246 / (+) / 
9704P191 / +++ +++ 
9707P304 / ((+)) / 
9709P601 / / / 
9903P901 / +(+) / 
PNO1 / ++ / 
PNO2 / ++ + 
PNO3 / ++ / 
PNO4 / ((+)) / 
PNO5 / ++ +++ 
PNO102 / + + 
PNO179 / +++ +(+) 
PNO182 / ++ (+) 
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Probe DNMT1 DNMT3a DNMT3b 
normales Kleinhirn    
9609P325 / / / 
9703P309 / ((+)) / 
9704P318 / ++ ++ 
9708P600 / + + 
PNO62 / ++ / 
PNO63 ((+)) ++ + 
PNO174 / ++ + 
PNO186 ((+)) ++ (+) 
Zellinien    
9609P315 ++ ++ ++ 
D283 Med +++ +++ ++(+) 
D341 Med ++ ++ ++ 
D425 Med ++ + ++ 
Daoy ++ ++ ++ 
MHH-MED-1 ++ ++ ++ 
MHH-PNET-5 ++ ++ ++ 
PFSK / ++ + 
UW-228 / + ++ 
 
 ((+)) bis ++++: Abstufung der Expressionsstärke, Je höher die Expression, desto mehr + 
 /: keine Expression nachweisbar 
 P315 (Kleinhirnprobe) jeweils als Referenzwert angegeben, Gele von Zelllinien und 
Gewebeproben getrennt gefahren, deshalb auch P315 in Zelllinienreihe angegeben 
Tabelle 9: RT-PCR Ergebnisse 
 
 
 
GPI 
 
DNMT1 
 
DNMT3a 
 
 
DNMT3b 
 
 
     1       2      3      4        5      6       7       8       9      10      11    12      13     14     15     16 
 
1) Daoy (Medulloblastomzelllinie), 2) D283 Med (Medulloblastomzelllinie), 3) UW-228 
(Medulloblastomzelllinie), 4) 9609P315 (Kleinhirn), 5) 9402I05 (stPNET), 6) 9408P004 (stPNET), 7) 
PNO6 (stPNET), 8) PNO20 (stPNET), 9) 9011EE02 (Medulloblastom), 10) 9501P002 (Medulloblastom), 
11) 9601P300 (Medulloblastom), 12) 9603P078 (Medulloblastom), 13) PNO102 (Medulloblastom), 14) 
PNO179 (Medulloblastom), 15) PNO182 (Medulloblastom), 16) ddH2O 
Abbildung 4: Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte 
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Mit der TaqMan-Real-Time-PCR wurden insgesamt 46 Proben in je zwei (oder bei 
Abweichungen der Ergebnisse drei) Versuchsdurchführungen untersucht (acht 
Zelllinien, zehn normale Kleinhirne, sechs stPNET und zweiundzwanzig 
Medulloblastome) (s. Abb. 5-8).  
 
 
            Fluoreszenz 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Zyklen 
 
rosa: PNO4:, grün: D283 Med, gelb: MHH-PNET-5, rot: 9609P315, blau: PNO20, 
hellblau: 9408P004 
Abbildung 5: TaqMan GAPDH Expression 
 
 
 
             Fluoreszenz 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Zyklen 
 
hellgrün: Daoy, grün: PNO121, hellblau: 9408P004, blau: PNO14, rosa: PNO6, 
gelb: MHH-PNET-5, rot: 9609P315 
Abbildung 6: TaqMan DNMT1 Expression 
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             Fluoreszenz 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Zyklen 
 
hellblau: 9408P004, grün: PNO121, rot: 9609P315, hellgrün: Daoy, gelb: MHH-
PNET-5, blau: PNO14, rosa: PNO4 
Abbildung 7: TaqMan DNMT3a Expression 
 
 
         Fluoreszenz 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Zyklen 
 
grün: PNO20, hellgrün: 9501P050, hellblau: 9602P366, blau: 9707P304, gelb: 
9503P010, rot: 9609P315 , rosa: 9609P322 
Abbildung 8: TaqMan DNMT3b Expression 
 
Abbildungen 5-8: Quantitative TaqMan-Real-Time-PCR-Analyse. cDNA von Tumor-, Zelllinien- 
und normalen Kleinhirnproben wurde in PCR-Reaktionen in einem ABI PrismTM 7700 Sequence Detector 
analysiert. Die Zellzyklusnummer, bei der die Fluoreszenz den Detektionsschwellenwert erreicht, wird 
aufgezeichnet (CT-Wert). Jede Kurve zeigt die Amplifikation verglichen mit der Standardkurve. 
 
 
Die DNMT1 mRNA-Level lagen sowohl im gesunden Kleinhirn als auch in den 
Zelllinien, den stPNET und den Medulloblastomen in nur sehr geringen Mengen vor. 
Verglichen mit der Referenzprobe (9609P315) war die Expression der DNMT1 in der 
Gruppe der normalen Kleinhirne in nur zwei Proben (22,22%) erhöht. Die Zelllinien 
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zeigten in sechs Fällen eine erhöhte DNMT1 Expression (75%). Bei den stPNET war 
die DNMT1 nur in einer Probe erhöht (16,66%). Im Gegensatz dazu zeigten zehn 
Medulloblastomproben erhöhte DNMT1 mRNA-Level (45%) (s. 9, 10, 11, 12). 
 
Ebenso wie bei der semiquantitativen PCR bestand für DNMT3a in der Real-Time-PCR 
eine große Schwankungsbreite der Expression. Im allgemeinen wurde DNMT3a in den 
Zelllinien, im normalen Kleinhirn, den meisten stPNET und Medulloblastomen 
verglichen mit der Referenzprobe (9609P315) eher erniedrigt exprimiert (zwischen 
2fach und 50fach erniedrigt). Allerdings zeigten sich sowohl bei zwei stPNET (33,33%) 
3-4fach als auch bei fünf Medulloblastom-Proben (22,7%) 2-15fach erhöhte DNMT3a 
Level. Auch im normalen Kleinhirn zeigte die DNMT3a Expression einen großen 
Schwankungsbereich - zwischen gleich starker Expression und 17fach geringerer 
Expression. In allen Zelllinien waren die DNMT3a mRNA Level erniedrigt (s. 9, 10, 
11, 12).  
 
Im Gegensatz zu den DNMT1 und DNMT3a mRNA-Leveln waren die DNMT3b-
Spiegel einheitlich erhöht; in den Zelllinien und in den stPNET-Proben zu 100%, sowie 
in den Medulloblastom-Proben zu 95,45%. Die Erhöhungswerte lagen im Vergleich zur 
Referenzprobe zwischen dem 2- und 116fachen, während die Expression im normalen 
Kleinhirn zwischen 2fach erniedrigt und 10fach erhöht schwankte (s. 9, 10, 11, 12). 
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Abbildung 9: Kleinhirn – Expression der DNMTs (TaqMan) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Zelllinien – Expression der DNMTs (TaqMan) 
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Abbildung 11: stPNET – Expression der DNMTs (TaqMan) 
 
 
Abbildung 12: Medulloblastome – Expression der DNMTs (TaqMan) 
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5.2 cDNA Sequenzierung  
 
Neben den (für die jeweiligen Enzyme) erwarteten Produkten der RT-PCR mit einer 
Basenpaarlänge von 178 für GPI, 500 für DNMT1, 279 für DNMT3a und 422 für 
DNMT3b traten in der Gelelektrophorese bei DNMT3b Banden mit abweichender 
Länge auf.  
In der Sequenzanalyse wurde nachgewiesen, dass sowohl das DNMT1 RT-PCR Produkt 
(500bp) als auch das DNMT3a RT-PCR Produkt (279bp) den jeweils 
korrespondierenden genomischen DNA-Abschnitten eindeutig zuzuordnen waren. 
Das für DNMT3b erwartete Produkt mit einer Länge von 422 bp wurde in keiner der 
Proben nachgewiesen, stattdessen hatten die dargestellten Produkte eine Basenpaarlänge 
von ungefähr 240. In der Probe Daoy wurden für DNMT3b insgesamt 3 Banden 
gefunden (233bp, 270bp, 405bp) (s. Abb. 13).  
 
 
 
 links: 100bp Leiter (200bp, 300bp, 400bp), rechts: Daoy mit Banden (obere: 405bp → 
DNMT3b1, mittelere: 270bp → DNMT3b5, untere 233bp → DNMT3b3) 
Abbildung 13: Gelelektrophorese des RT-PCR Produktes (DNMT3b) von Daoy 
 
 
Zum Nachweis, dass diese Produkte nicht Folge eines Misprimings waren, sondern 
einen DNMT3b Sequenzabschnitt darstellten, wurde hier eine Sequenzanalyse aller 
Banden durchgeführt. Dazu wurden die drei Banden der Zelllinie Daoy, sowie jeweils 
eine Bande der Zelllinie D283 Med und der Medulloblastom-Probe 9603P078 
sequenziert. Alle Banden (Sequenzierungsergebnisse) konnten eindeutig der DNMT3b 
DNA zugeordnet werden, wobei den einzelnen Sequenzen jeweils einige Exons fehlten. 
Der Vergleich der PCR-Produkte mit den DNMT3b Isoformen ergab, dass das 233bp 
große Produkt mit den Exongrenzen der DNMT3b3 (AF156487), das 405bp lange 
Produkt mit denen der DNMT3b1 (AF129267, AF156488) und das 270bp große mit 
denen der DNMT3b5 (AF129269) übereinstimmte. Demnach wurde im normalen 
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Kleinhirn und in den Tumoren hauptsächlich DNMT3b3 exprimiert, während 
DNMT3b1 und DNMT3b5 nur in einer der Zelllinien nachweisbar exprimiert wurden. 
DNMT3b4 war in keiner der Proben nachweisbar. 
 
 
5.3 Statistische Auswertung 
 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit den Software Programmen Sigma 
StatTM und SPSS mittels linearer Regressionsanalyse, „rank sum“ Tests sowie der 
Korrelation nach Pearson (SigmaStat, SPSS). 
 
 
5.3.1 Signifikante Erhöhung der DNMT3b Expression in 
Tumorgeweben und deren Zelllinien 
 
Für die Expression der DNMT1 bestand weder beim Vergleich der Medulloblastom-
Proben mit normalem Kleinhirn (p=0,794) noch beim Vergleich der stPNET mit 
normalem Kleinhirn (p=1,000) ein signifikanter Unterschied. Allerdings war die 
Expression der DNMT1 in den Medulloblastomen tendenziell etwas erhöht. Beim 
Vergleich der Zelllinien mit gesundem Kleinhirn zeigte sich darüber hinaus eine 
signifikante Erhöhung der DNMT1 mRNA-Level (p=0,024). 
 
Die Expression der DNMT3a unterschied sich weder in den Medulloblastom-Proben 
(p=0,384) noch in den stPNET-Proben (p=0,724) oder den Zelllinien (p=0,060) 
signifikant von der im normalen Kleinhirn. In den Medulloblastom- und stPNET-
Stichproben ließen sich dennoch - verglichen mit dem normalen Kleinhirn - leicht 
erhöhte DNMT3a mRNA Level feststellen. 
 
Die DNMT3b mRNA Level waren in allen Stichproben verglichen mit normalem 
Kleinhirn signifikant erhöht (s. Abb. 14). Der p-Wert in der Gruppe der 
Medulloblastome betrug p=0,005, bei stPNET p=0,016 und bei den Zelllinien p=0,008. 
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 y-Achse: Expressionshöhe DNMT3b, x-Achse: 1) normales Kleinhirn (n=10), 2) Zelllinien 
(n=8), 3) Medulloblastome (n=22), 4) stPNET (n=6) 
Abbildung 14: Vergleich der DNMT3b Expression zwischen normalem Kleinhirn, 
Zelllinien, Medulloblastomen und stPNET (TaqMan) 
 
 
5.3.2 Keine signifikanten Unterschiede zwischen stPNET und 
Medulloblastomen hinsichtlich DNMT-Expression, Alter zum 
Diagnosezeitpunkt und Outcome (TaqMan) 
 
Beim Vergleich der DNMT mRNA-Level zwischen Medulloblastomen und stPNET 
wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt. Für DNMT1 lag der p-Wert bei  
p=0,685, für DNMT3a bei p=0,318 und für DNMT3b bei p=0,662. 
 
Ein deutlicher Unterschied zwischen beiden Tumortypen bestand auch weder 
hinsichtlich des Alters (p=0,941) noch des Outcomes (p=0,925). 
 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die beiden Tumortypen hinsichtlich 
der hier untersuchten Kriterien keine signifikanten Unterschiede zeigen. 
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5.3.3 Abhängigkeit des Outcomes von der DNMT-Expressionshöhe 
(TaqMan) 
 
Die Studie von Saito et al. (2003) hat gezeigt, dass erhöhte DNMT1 Protein-Level bei 
Patienten mit hepatozellulären Karzinomen signifikant mit malignem Potential und 
schlechter Prognose korreliert sind (62). 
Zur Überprüfung, ob bei Medulloblastom- und stPNET-Patienten die Höhe der DNMT1 
mRNA-Level und darüber hinaus auch die Höhe der DNMT3a und 3b mRNA-Level 
ebenfalls Einfluss auf die Prognose bzw. das Outcome haben, wurden lineare 
Regressionsanalysen durchgeführt.  
 
In der Patientengruppe mit der Diagnose Medulloblastom bestand für das Outcome nur 
eine geringe (nicht signifikante) Abhängigkeit von den DNMT1 mRNA-Leveln 
(R=0,295, p=0,262), DNMT3a mRNA- (R=0,239, p=0,185) und DNMT3b mRNA-
Leveln (R=0,343, p=0,344).  
 
• Je höher die DNMT1 und DNMT3a Level waren, desto besser war das 
Outcome.  
• Je höher die DNMT3b-Expression war, desto schlechter war das Outcome. 
 
In der Stichprobe der stPNET-Patienten bestand sowohl für DNMT1 als auch für 
DNMT3a eine starke (jedoch statistisch nicht signifikante) Korrelation des Outcomes 
mit den mRNA-Leveln (DNMT1: R=0,764, p=0,295; DNMT3a R=0,655, p=0,197). Für 
DNMT3b bestand zwar ebenfalls eine (statistisch nicht signifikante) Abhängigkeit des 
Outcomes von der mRNA-Expressionshöhe, diese war allerdings nicht so stark 
ausgeprägt (R=0,256, p=0,056).  
 
• Je höher die DNMT1 und DNMT3a mRNA-Level waren, desto schlechter war 
das Outcome.  
Im Gegensatz dazu galt für DNMT3b: 
•  Je höher die Enzymexpression war, desto besser war das Outcome. 
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5.3.4 Abhängigkeit der DNMT-Expressionshöhe vom Alter der 
Patienten zum Diagnosezeitpunkt (TaqMan) 
 
Während in der Medulloblastom-Gruppe die Expression der DNMT3a (R=0,0883,  
p=0,058) nicht von dem Alter des Patienten zum Diagnosezeitpunkt abhing, zeigten 
DNMT1 mit R=0,134 (p=0,085) und DNMT3b mit R=0,296 (p=0,264) zumindest eine 
geringe Korrelation (s. Abb. 15,16).  
 
Für die Korrelation der DNMT1 galt: 
•  Je älter der Patient war, desto höher war die DNMT1 Expression. 
Während für die Expressionshöhe der DNMT3b galt: 
•  Je älter der Patient war, desto niedriger waren die DNMT3b mRNA-Spiegel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 15: Medulloblastome – Korrelation der DNMT1 Expressionshöhe mit demAlter 
(TaqMan) 
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Abbildung 16: Medulloblastome – Korrelation der DNMT3b Expressionshöhe mit dem 
Alter (TaqMan) 
 
 
Die Versuchsreihe mit den stPNET ergab eine starke Korrelation der mRNA-Level vom 
Alter zum Diagnosezeitpunkt (s. Abb. 17, 18, 19) . Für DNMT1 betrug der 
Korrelationskoeffizient R=0,666 (p=0,205), für DNMT3a betrug R=0,966 (p>0,800) 
und für DNMT3b R=0,846 (p=0,419). 
 
Für die Korrelation von DNMT1 und DNMT3a galt: 
• Je älter der Patient war, desto niedriger waren die DNMT(1, 3a) mRNA-Level. 
Während für DNMT3b galt: 
• Je älter der Patient war, desto höher war die DNMT Expressionsrate. 
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Abbildung 17: stPNET – Korrelation der DNMT1 Expressionshöhe mit dem Alter 
(TaqMan) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: stPNET – Korrelation der DNMT3a Expressionshöhe mit dem Alter 
(TaqMan) 
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Abbildung 19: stPNET – Korrelation der DNMT3b Expressionshöhe mit dem Alter 
(TaqMan) 
 
 
5.3.5 Korrelation der einzelnen DNMTs untereinander (TaqMan) 
 
Laut Robertson et al. (57) werden die DNA-Methyltransferasen in den meisten 
normalen Geweben, mit Ausnahme des Skelettmuskels, aufeinander abgestimmt 
exprimiert. (Als aufeinander abgestimmte Expression wird dabei eine annähernd gleich 
hohe relative Expression der einzelnen Enzyme bezeichnet.)  
Zur Prüfung, ob diese koordinierte Expression der DNMTs auch in maligne veränderten 
Kleinhirngeweben bzw. deren Zelllinien beibehalten wird, wurden zunächst Vergleiche 
der relativen Expressionshöhe und später lineare Regressionsanalysen durchgeführt. 
 
Kleinhirn 
Eine koordinierte DNMT Expression ergab sich bei der linearen Regressionsanalyse für 
alle DNA-Methyltransferasen, für DNMT1 und DNMT3a (R=0,270, p=0,100), 
DNMT3a und 3b (R=0,387, p=0,168), sowie für DNMT1 und DNMT3b (R=0,666, 
p=0,503;). 
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Für die Korrelationsanalyse aller drei Enzyme und jeder Kombination galt hier: 
• Je höher die Expression der DNMT1 war, desto höher war die der DNMT3a und 
3b. 
• Je höher die Expression der DNMT3a war, desto höher war die der DNMT1 und 
3b. 
• Je höher die Expression der DNMT3b war, desto höher war die der DNMT1 und 
3a. 
 
Zelllinien 
Auch bei den Zelllinien zeigte sich eine koordinierte Expression aller DNA-
Methyltransferasen. Für die Abhängigkeit der DNMT1 von der DNMT3b betrug 
R=0,998 (p>0,8), DNMT3a korrelierte etwas geringer mit DNMT3b (R=0,770, 
p=0,173) und der Korrelationskoeffizient zwischen DNMT1 und DNMT3a betrug 
R=0,789 (p=0,186). 
 
 
Ebenso wie bei normalem Kleinhirn galt auch hier:  
• Je höher die Expression einer der DNMTs war, desto höher war die Expression 
der jeweils anderen. 
 
Medulloblastome  
Die Korrelationsanalyse der DNMT-Expression ergab in der Medulloblastom-Gruppe 
eine Korrelation der mRNA-Expression zwischen DNMT1 und DNMT3b (R=0,685, 
p>0,8, s. Abb. 20). Ebenso bestand eine geringe Abhängigkeit der DNMT1 Expression 
von der der DNMT3a mit R=0,172 (p=0,114). Die Höhe der DNMT3a Expression hing 
hier im Gegensatz zu den Ergebnissen der Kleinhirn- und Zelllinienstichproben nicht 
von der Höhe der DNMT3b Level ab (R=0,00898, p=0,027). Außerdem waren die 
Ergebnisse im Bereich der Abhängigkeit der DNMT1 von der DNMT3b konträr zu 
denen in den anderen Stichproben. 
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Es bestand folgende Korrelation:  
• Je höher die DNMT3b mRNA-Level waren, desto geringer war die Expression 
der DNMT1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20: Medulloblastome – Korrelation der DNMT1 und DNMT3b Expression 
untereinander (TaqMan) 
 
 
stPNET 
Bei den stPNET stellte sich für alle DNMTs untereinander eine koordinierte Expression 
dar (DNMT3a/3b R=0,776, p=0,310; DNMT1/3a: R=0,659, p=0,2; 
DNMT1/3b:R=0,196, p=0,046, s. Abb. 21, 22). 
 
Es galten folgende Grundsätze:  
• Je höher die DNMT3a Expression war, desto höher war die der DNMT1.  
• Je höher die DNMT3b Expression war, desto geringer waren die DNMT1 bzw. 
DNMT3a Level. 
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Abbildung 21: stPNET – Korrelation der DNMT1 und DNMT3b Expression untereinander 
(TaqMan) 
 
 
Abbildung 22: stPNET – Korrelation der DNMT3a und DNMT3b Expression 
untereinander (TaqMan) 
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5.3.6 Je älter der Patient zum Zeitpunkt der Diagnose, desto besser 
das Outcome (TaqMan) 
 
Beide Korrelationsanalysen sowohl die bei den Medulloblastom- als auch die bei den 
stPNET-Patienten bestätigten eine Abhängigkeit des Outcomes vom Alter. In der 
TaqMan Versuchsreihe ergab sich ein Korrelationskoeffizient von R=0,465 (p=0,592) 
bei Medulloblastomen und einer von R=0,776 (p=0,31) in der Gruppe der stPNET-
Patienten. 
 
• Demnach haben Patienten, bei denen die Tumordiagnose im späteren 
Kindesalter gestellt wird, eine bessere Prognose als jüngere Patienten 
 
 
5.3.7 Keine einheitliche CpG island Hyper- oder Hypomethylierung in 
den Medulloblastomproben (RLGS-Gele) 
 
(Diese Untersuchung wurde nur an Medulloblastomproben durchgeführt, da nur von 
zweien der insgesamt sechs stPNET und von vieren der insgesamt acht Zelllinien RLGS 
Gele vorlagen und diese Probenanzahl für statistische Auswertungen zu gering war.) 
 
Generell zeigte sich, dass einige CpG islands (6 von 58) in allen Tumorproben 
verglichen mit dem Masterprofil von Methylierungsereignissen unbeeinflusst blieben. 
15 der insgesamt 58 untersuchten CpG islands waren in vielen Tumorproben 
hypermethyliert. Ein CpG island (2C53) lag in allen Medulloblastomen methyliert vor. 
 
Demnach ließ sich keine einheitliche Hyper- oder Hypomethylierung in den 
Tumorproben feststellen (s. Tab. 10). 
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5.3.8 Kein Nachweis signifikant erhöhter Methylierungsraten (RLGS-
Gele) bei erhöhten DNMT-Expressionsraten (TaqMan) 
 
Die Korrelationsanalyse nach Pearson ergab in diesem Bereich keine eindeutige 
Aussage (s. Tab. 10). 
 
 
TaqMan CpG islands 
DNMT1 DNMT3a DNMT3b 
2*E24 Korrelation nach Pearson -0,538 -0,631 
Signifikanz 0,135 0,069 
Anzahl 9 
  
9 
2*E61 Korrelation nach Pearson 0,632 
Signifikanz 0,068 
Anzahl 9 
    
2B60 Korrelation nach Pearson -0,716* -0,542 
Signifikanz 0,046 0,165 
Anzahl 8 8 
  
2C11 Korrelation nach Pearson -0,543 
Signifikanz 0,131 
Anzahl 
    
9 
2D10 Korrelation nach Pearson -0,643 
Signifikanz 0,062 
Anzahl 9 
    
2D64 Korrelation nach Pearason -0,696* -0,517 
Signifikanz 0,037 0,154 
Anzahl 9 9 
  
2F24 Korrelation nach Pearason -0,535 
Signifikanz 0,138 
Anzahl 9 
    
2F46 Korrelation nach Pearason -0,567 
Signifikanz 0,111 
Anzahl 9 
    
2F56 Korrelation nach Pearason -0,643 
Signifikanz 0,062 
Anzahl 9 
    
3*E4 Korrelation nach Pearason -0,504 
Signifikanz 0,167 
Anzahl 
    
9 
3B26 Korrelation nach Pearason 0,831** 
Signifikanz 0,006 
Anzahl 
  
9 
  
3B55 Korrelation nach Pearason -0,816* 
Signifikanz 0,025 
Anzahl 7 
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TaqMan CpG islands 
DNMT1 DNMT3a DNMT3b 
3C21 Korrelation nach Pearason -0,528 
Signifikanz 0,144 
Anzahl 
    
9 
3C35 Korrelation nach Pearson 0,709* 0,63 
Signifikanz 0,032 0,069 
Anzahl 9 
  
9 
3D53 Korrelation nach Pearason 0,567 
Signifikanz 0,111 
Anzahl 9 
    
3G92 Korrelation nach Pearason -0,52 
Signifikanz 0,151 
Anzahl 9 
    
4B8 Korrelation nach Pearason 0,525 
Signifikanz 0,182 
Anzahl 
    
8 
4C4 Korrelation nach Pearason 0,61 
Signifikanz 0,108 
Anzahl 
  
8 
  
4D7 Korrelation nach Pearason -0,689 -0,782* 
Signifikanz 0,059 0,022 
Anzahl 8 8 
  
5C8 Korrelation nach Pearason -0,689 -0,503 -0,536 
Signifikanz 0,059 0,204 0,171 
Anzahl 8 8 8 
 
Mittels der Korrelationanalyse nach Pearson wurde für jedes veränderte CpG island überprüft, ob eine 
Hyper-/Hypomethylierung mit einer erhöhten/erniedrigten Expression der DNA-Methyltransferasen 1, 3a 
und 3b korreliert.  
Negative Korrelation (blau): Je höher die Expression der DNA-Methyltransferase ist, desto geringer ist 
die CpG island-Methylierung. 
Positive Korrelation (schwarz): Je höher die Expression der jeweiligen DNA-Methyltransferase ist, desto 
stärker ist die CpG island-Methylierung. 
Signifikanz: ** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant. 
   * Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. 
Tabelle 10: Besteht zwischen der DNMT Expressionshöhe (TaqMan) und dem Methylierungsgrad 
(RLGS-Gele) eine Korrelation? 
 
 
6 von 58 CpG islands zeigten eine ausreichende Signifikanz. Für die CpG islands 2B60, 
2D64 und 3B55 galt konkordant mit den tendenziellen Beobachtungen (s. u.): Je höher 
die Expression der DNMT1, desto geringer ihre Methylierung. Dem widersprechend 
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galt für 3C35: Je höher die Expression der DNMT1, desto höher die Methylierungsrate 
dieses islands. Dementsprechend ergab sich für 3B26: Je höher die Expression der 
DNMT3a, desto höher die Methylierung dieses CpG islands. Für 4D7 dagegen galt: Je 
höher die Expression der DNMT3a, desto geringer die Methylierung. 
 
Tendenziell ließen sich aber folgende Schlüsse aus dieser Analyse ziehen: 
• Je geringer DNMT1 exprimiert wurde, desto höher war die Methylierungsrate 
im Tumorgewebe. 
• Je geringer die DNMT3a Level waren, desto stärker wurde das Tumorgewebe 
methyliert. 
• Je geringer die DNMT3b Expression war, desto mehr CpG islands im RLGS-Gel 
lagen methyliert vor. 
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6 Diskussion 
 
Obwohl in den letzten Jahrzehnten große Fortschritte in der Therapie von ZNS-
Tumoren des Kindesalters gemacht wurden (25, 71), bleibt die molekulare Grundlage 
dieser Tumoren weiterhin zum größten Teil unklar. Die unter 2.1.3 beschriebenen 
genetischen und epigenetischen Veränderungen sind für ein hinreichendes Verständnis 
der Tumorgenese nicht ausreichend.  
 
Die epigenetische Veränderung der DNA-Methylierung rückt zusehens in den 
Mittelpunkt des Interesses. So haben zahlreiche Studien belegt, dass sowohl globale 
DNA-Hypomethylierung als auch regionale Hypermethylierung von 
Tumorsuppressorgenen zur Tumorentstehung beitragen können. Als Ursache für diese 
Defekte der Methylierungsmaschinerie wird eine verstärkte Expression der DNA-
Methyltransferasen angenommen (1, 16, 33, 44, 62). In einigen Studien wurde ein 
Zusammenhang zwischen der Höhe der Überexpression der DNA-Methyltransferasen 
und dem Ausmaß der Genmethylierung (33) nachgewiesen, während in anderen 
Untersuchungen dieses Ergebnis nicht bestätigt werden konnte (16). 
 
Zur Überprüfung eines weiteren „Bausteines“ der Tumorgenese von häufigen ZNS-
Tumoren des Kindesalters, wie z.B. Medulloblastomen und stPNET, wurden in dieser 
Arbeit (erstmalig für diese Tumorarten) die Expressionsraten der DNA-
Methyltransferasen bestimmt und in weiteren Schritten mit den klinischen Daten der 
Patienten, sowie mit der Genmethylierung in RLGS-Gelen korreliert. 
 
 
Expression der DNMTs in Medulloblastomen und stPNET 
Wichtigstes Ergebnis dieser Arbeit ist der Nachweis einer signifikant erhöhten 
DNMT3b-Expression in allen Tumorproben und allen Zelllinien - verglichen mit 
normalem Kleinhirn. 
 
Die mRNA-Level der DNA-Methyltransferase 1 dagegen lagen im Tumorgewebe nicht 
signifikant erhöht vor, wohl aber in den Zelllinien (TaqMan). Die Beobachtung, dass 
die Zelllinien von ihrem Ursprungsgewebe (Tumorgewebe) abweichende 
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Charakteristika aufweisen, haben auch Smiraglia et al. (66) gemacht. In ihrer Studie 
untersuchten sie die Hypermethylierung von Promotorregionen mittels RLGS und 
stellten fest, dass in allen Zelllinien die Methylierung der CpG islands signifikant höher 
war als in ihren korrespondierenden Primärtumoren. Ferner fanden sie heraus, dass die 
Mehrheit der Hypermethylierungs-Ereignisse (bestimmter Genorte) in vielen Zelllinien 
gemeinsam auftrat, unabhängig von dem Ursprungsgewebe. Deshalb formulierten sie 
die Hypothese, dass die erhöhte Methylierung in den Zelllinien am ehesten auf 
intrinsische Eigenschaften der in Kultur wachsenden Säugetierzellen zurückzuführen 
sei, weniger von dem Tumor an sich bestimmt werde.  
Auch die in dieser Studie beschriebene signifikant erhöhte Expression der DNMT1 in 
Zelllinien - verglichen mit normalem Kleinhirn (p=0,024) - könnte eine intrinsische 
Eigenschaft der Zelllinien im Allgemeinen darstellen. Zur Bestätigung dieser Hypothese 
müssten allerdings noch weitere DNMT-Expressions-Untersuchungen mit höherer 
Stichprobenzahl an Medulloblastom-Zelllinien und deren ursprünglichen 
Tumorgeweben unter der Fragestellung durchgeführt werden, ob auch zwischen diesen 
signifikante Unterschiede der DNMT1 Expression zu sehen sind. 
 
Die in einigen Studien beschriebene signifikante „Überexpression“ der DNMT1 in 
Tumorgeweben (39, 44, 62) konnte in dieser Arbeit nicht bestätigt werden. Im 
Gegensatz dazu war DNMT1 in den Stichproben der stPNET, Medulloblastome und 
Kleinhirne (RT-PCR) gar nicht nachweisbar und auch im Rahmen der TaqMan-Real-
Time-PCR konnte allenfalls eine geringe Erhöhung der DNMT1 Level festgestellt 
werden (zwischen 2 und 7fach erhöht). Diese geringe Erhöhung trat bei 75% der 
Zelllinien, bei 41% der Medulloblastome und immerhin 16,7% der stPNET auf. In der 
Literatur zeigen sich allerdings ebenfalls Unstimmigkeiten bezüglich der Höhe der 
DNMT1 Expression in Tumorgeweben. Während in der Untersuchung von Kanai et al. 
von einer signifikant erhöhten Expression die Rede ist, stellt sich in der Studie von 
Robertson et al. nur eine geringe Erhöhung der DNMT1 Level dar (57). Eine mögliche 
Ursache für die eher geringe Erhöhung der DNMT1 Level könnte in der 
Zellzyklusphase der Tumorzellen begründet sein. Robertson et al. (56) haben in ihrer 
Studie beobachtet, dass die Höhe der DNMT1 und DNMT3b Expression von der 
jeweiligen Zellzyklusphase abhängig ist. Beide DNA-Methyltransferasen haben ihr 
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niedrigstes Niveau während G1 und ihren Peak in der späten S-Phase. Aufgrund der 
fehlenden Synchronisierung der Zellen bei der Untersuchung, wäre es denkbar, dass 
sich die meisten Zellen in der G1-Phase befunden haben und somit die DNMT1 Level 
ihr niedrigstes Niveau hatten. Allerdings würde man dann vermuten, dass auch die 
DNMT3b Level nicht so deutlich erhöht wären. Die nur geringe Erhöhung der DNMT1 
in den Hirntumoren könnte aber auch darauf zurückzuführen sein, dass im Gegensatz zu 
Geweben mit hoher Zellteilungsrate (Wechselgewebe, z. B. Schleimhäute) DNMT1 im 
Hirngewebe generell eher niedrig exprimiert wird (vgl. Ergebnisse normales Kleinhirn) 
und deshalb auch die Zunahme im Rahmen der Tumorgenese und -proliferation 
geringer ist. Von dieser These ausgehend dürften dementsprechend auch die DNMT3a 
und DNMT3b Level nicht stark erhöht sein, denn diese werden im Hirngewebe in noch 
geringen Mengen exprimiert (57). Diese Hypothese widerspricht im Bereich der 
DNMT3b jedoch dem Untersuchungsergebnis. Denn wie oben bereits erwähnt, wurde 
DNMT3b in allen Tumorzellen erhöht exprimiert. Hier liegt also eher die Vermutung 
nahe, dass im Gegensatz zur Tumorgenese bei Leukämien, Kolon- und 
Magenkarzinomen, sowie hepatozellulären Karzinomen, bei denen DNMT1 vermutlich 
eine Rolle spielt, diese DNA-Methyltransferase bei der Medulloblastom- und stPNET-
Entstehung von untergeordneter Bedeutung ist. 
 
Expressionanalysen der DNMT3a in Tumorgeweben kommen ähnlich wie die Studien 
zur Expression der DNMT1 zu konträren Ergebnissen. In den Untersuchungsreihen von 
Robertson et al. (57) wurden bei Kolon-, Blasen-, Pankreas- und Nierenkarzinomen 
erhöhte DNMT3a Level festgestellt. Auch Lin et al. wiesen in ihrer Studie bei 
hepatozellulären Karzinomen erhöhte DNMT3a mRNA-Level nach (39). Eads et al. 
(16) gelang in ihrer Studie zu Kolonkarzinomen ebenfalls der Nachweis erhöhter 
DNMT3a mRNA Level, während Kanai et al. (33) in ihrer Arbeit weder bei 
Kolonkarzinomen noch bei Magenkarzinomen eine erhöhte DNMT3a Expression 
vorfanden. Auch in dieser Arbeit wurde weder bei Medulloblastomen noch bei stPNET 
oder Zelllinien eine signifikant erhöhte Expression der DNMT3a beobachtet. Im 
Gegenteil, es fand sich verglichen mit der Referenzprobe 9609P315, wie bei Kanai et al. 
(33) schon beschrieben, eine tendenziell erniedrigte Expression der DNMT3a in den 
Tumorproben, wobei die DNMT3a mRNA Level auch im normalen Kleinhirn einer 
 
 
66
großen Schwankungsbreite unterlagen (0-17fach erniedrigt). Die Expression der 
DNMT3a scheint ähnlich wie die der DNMT1 in der Tumorgenese von 
Medulloblastomen und stPNET eine untergeordnete Rolle zu spielen. 
 
Im Gegensatz dazu kann die Expression der DNMT3b durchaus von Bedeutung für die 
Karzinogenese der Medulloblastome und stPNET sein. Wie in zahlreichen Tumor-
Studien belegt (16, 33, 39, 44, 57), lag auch bei den in dieser Arbeit untersuchten 
Hirntumoren eine signifikante Erhöhung der DNMT3b mRNA-Spiegel vor. Während in 
anderen Veröffentlichungen die DNMT3b Expression in Tumorgeweben zwischen 3,6- 
bis 11,7fach erhöht war (16, 44, 57), zeigte sich in dieser Arbeit eine Erhöhung 
zwischen dem 2- und 116fachen des Referenzwertes (der Kleinhirnprobe 9609P315). In 
der Studie von Robertson et al. (57) wurde die Expression aller drei DNMTs in 10 
Tumoren (fünf Blasen-, drei Kolon-, einem Nieren- und einem Pankreastumor) 
untersucht. Dabei zeigte sich für alle DNA-Methyltransferasen eine erhöhte Expression 
in den Tumoren, die der DNMT3b stellte sich mit einer durchschnittlich 7,5fachen 
Erhöhung am höchsten dar, während DNMT3a und DNMT1 nur eine moderate 
Erhöhung vom 3,1- bzw. 4,0fachen zeigten. Auch Eads et al. (16) berichten in ihrer 
Untersuchung von einer alle DNMTs betreffenden mRNA-Level-Erhöhung in 
kolorektalen Karzinomen (DNMT1: 3,9fach, DNMT3a: 2,8-2,9fach, DNMT3b: 3,6-
4,0fach). Die stärkste DNMT3b Erhöhung beschrieben Mizuno et al. (44) in ihrer 
Untersuchung an akuten myeloischen Leukämien. Die DNMT3b mRNA-Level waren 
dort um das 11,7fache erhöht, die der DNMT1 um das 5,3fache und die der DNMT3a 
um das 4,4fache. Kanai et al. (33) bestätigten in ihrer Studie an Kolon- und 
Magenkarzinomen nur eine Elevation der DNMT1 und DNMT3b Level, wobei die 
DNMT3b „over-expression“ bei Magenkarzinomen signifikant mit LK-Metastasen 
assoziiert war. Als weiteres Indiz für die Rolle der DNMT3b in der Tumorgenese der 
hier untersuchten Hirntumoren gilt neben der signifikant erhöhten DNMT3b Expression 
die Assoziation der erhöhten DNMT3b Level (bei Medulloblastomen) mit einem 
schlechten Outcome. 
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Abhängigkeit des Outcomes von der DNMT-Expressionshöhe 
Neben dem Einfluss der transkriptionellen Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, 
der verstärkten Expression von Onkogenen (globale Hypomethylierung), der Mutation 
von 5mC zu T und der chromosomalen Instabilität, die alle durch Fehler der 
Methylierungsmaschinerie entstehen, scheint die verstärkte Expression der DNA-
Methyltransferasen auch direkte Auswirkungen auf die Prognose zu haben. So zeigte 
sich in der Studie von Kanai et al. (33) eine signifikante Erhöhung des Verhältnisses 
DNMT3b mRNA T/N (Tumorgewebe/nicht-kanzeröser Mucosa) bei Magenkarzinomen 
mit LK-Metastasen verglichen mit denen ohne LK-Metastasen. Saito et al. (62) haben 
in ihren Untersuchungen an hepatozellulären Karzinomen herausgefunden, dass die 
Höhe der DNMT1 Proteinlevel mit dem Outcome der Patienten korreliert. 
Charakteristika von Tumorzellen mit signifikanter Erhöhung des DNMT1 Proteins 
waren eine schlechte Differenzierung der Tumorzellen und ein häufiger Einbruch des 
Tumors in die Pfortader. Diese prognostisch ungünstigen Tumoreigenschaften können 
als Ursache für die kürzere rezidivfreie Überlebensrate und die Gesamtüberlebensrate 
der Patienten gesehen werden. 
 
In unserer Untersuchungsreihe fand sich weder bei den Medulloblastom-Patienten noch 
bei den stPNET-Patienten eine signifikante Korrelation zwischen der Expressionshöhe 
sämtlicher DNMTs und dem Outcome (s. 5.5). Ursächlich für das unzureichende 
Signifikanzniveau dieser Ergebnisse ist wohl die geringe Stichprobenzahl. Mit Hilfe der 
Korrelationsanalyse ließen sich aber Tendenzen feststellen. So ergab die Analyse in der 
Gruppe der Medulloblastome: Je höher die Expression der DNMT1 bzw. der DNMT3a 
war, desto besser war das Outcome der Patienten. Für die DNMT3b Expression 
dagegen galt: Je höher die Expression der DNMT3b in Medulloblastomen war, desto 
schlechter war das Outcome. Die Korrelation in der Stichprobengruppe der stPNET 
verhielt sich genau spiegelbildlich zu der der Medulloblastome. Hier konnten folgende 
Beobachtungen gemacht werden: Je höher die Expression der DNMT1 bzw. DNMT3a 
in stPNET war, desto schlechter war das Outcome. Im Gegensatz dazu korrelierte eine 
starke Expression der DNMT3b mit einem guten Outcome. Demnach wurde im Fall der 
stPNET die Beobachtung von Saito et al., bei hepatozellulären Karzinomen seien 
gesteigerte DNMT1 (Protein-)Spiegel mit einer schlechten Prognose verbunden, 
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untermauert, während sie in der Medulloblastom-Gruppe nicht bestätigt wurde. Die 
Korrelationsanalyse der Medulloblastom-Studie kam zu dem gleichen Ergebnis wie 
Kanai et al., die gesteigerte Expression der DNMT3b mRNA sei mit einer ungünstigen 
Prognose assoziiert. (Allerdings sind die Ergebnisse dieser Arbeit aufgrund der 
unzureichenden Signifikanz (s.o.) nur mit Vorsicht zu interpretieren.) Eine weitere 
Ursache für die fehlende Signifikanz der Ergebnisse könnte auch darin begründet sein, 
dass erhöhte DNMT mRNA-Level nicht zwangsläufig auch zur Synthese erhöhter 
DNMT-Proteinlevel führen. Da aber die DNMT-Proteine erst Enzymfunktion besitzen, 
könnte - wie in der Studie von Saito et al. (62) beschrieben - die Überprüfung der 
Korrelation zwischen DNMT-Proteinleveln und dem Outcome des Patienten zu 
signifikanten Ergebnissen führen. Saito et al. haben in ihrer Studie die Ergebnisse 
zweier Versuchsreihen, zum einen die der RT-PCR und zum anderen die der 
Immunhistochemie, mit der Tumordifferenzierung und der Pfortaderinfiltration 
korreliert und festgestellt, dass ausschließlich die Ergebnisse der Immunhistochemie mit 
der Prognose korrelierten. Als Erklärungsversuch führten sie an, dass die RT-PCR so 
sensitiv sei, dass auch sehr geringe Enzymerhöhungen aufgedeckt würden, während die 
Immunhistochemie nur starke Erhöhungen der Proteinlevel in progredienten 
Tumorstadien registriere. Zur Abklärung, ob auch bei Medulloblastomen und stPNET 
die Syntheserate der DNMTase Proteine eine signifikante Korrelation mit dem Outcome 
aufweist, müsste eine immunhistochemische Untersuchung an die bisherigen Versuche 
angeschlossen werden. Die in dieser Arbeit gezeigte Assoziation der DNMT-
Expressionshöhe mit dem Outcome bei Medulloblastomen und stPNET könnte in 
Zukunft als weiterer Prognosefaktor genutzt werden. Zu den prognostisch ungünstigen 
Faktoren bei Medulloblastom-Patienten könnte dann neben der Amplifikation von MYC 
und der erhöhten Syntheserate von PDGFRA und Ras/ mitogen-aktivated protein kinase 
(49, 22, 77) auch die erhöhte DNMT3b Expression zählen. Für die stPNET könnte die 
erhöhte Expression der DNMT1 und DNMT3a prognostische Bedeutung erlangen. Bei 
Bestätigung der hier gefundenen Ergebnisse würde man sie als prognostisch ungünstig 
bewerten. Bisher sind die stPNET nur wenig erforscht, sodass weder über die 
Zytogenetik dieser Tumoren an sich noch über Prognosefaktoren fundierte Aussagen 
gemacht werden können. Man hat nur für Pineoblastome eine starke Assoziation mit der 
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Monosomie 21 und strukturellen Rearrangements von Chromosom 11 nachweisen 
können (6). 
 
 
Abhängigkeit der DNMT-Expression und des Outcomes vom Alter 
Für Medulloblastompatienten ergab sich folgende interessante Gesamtkonstellation 
(vgl. 5.3.3, 5.3.4, 5.3.6): 
 
• Je älter der Patient war, desto höher war die DNMT1 Expression, desto besser 
war das Outcome. 
• Je jünger der Patient war, desto höher war die DNMT3b Expression, desto 
schlechter war das Outcome.  
 
Die Zusammenhänge zwischen der Höhe der DNMT-mRNA-Level, dem Alter und dem 
Outcome stellten sich in der Gruppe der Patienten mit stPNET wie folgt dar (vgl. 5.3.3, 
5.3.4, 5.3.6): 
 
• Je jünger der Patient war , desto höher war die DNMT1 und DNMT3a 
Expression, desto schlechter war das Outcome. 
• Je älter der Patient war, desto höher war die DNMT3b Expression, desto besser 
war das Outcome. 
 
Die Beobachtung der konträren Assoziation von DNMT-mRNA-Level-Erhöhungen mit 
dem Outcome bei Medulloblastomen und stPNET, könnte einerseits auf eine 
unterschiedliche Art und Weise der Tumorgenese oder andererseits lediglich auf eine 
unzureichende Stichprobenzahl (fehlende Signifikanz) zurückzuführen sein. Während 
bei den Medulloblastomen erhöhte DNMT3b Expressionslevel mit einer schlechten 
Prognose assoziiert sind, sind sie bei stPNET mit einer guten Prognose assoziiert. Ist die 
erhöhte DNMT1 Expression bei stPNET mit einer schlechten Prognose assoziiert, so ist 
sie bei Medulloblastomen mit einer guten Prognose verknüpft. Um die Hypothese der 
unterschiedlichen Tumorgenese (aufgrund unterschiedlicher DNMT-Expression) der 
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beiden Hirntumoren zu bestätigen bzw. zu widerlegen, müssten weitere DNMT-
Expressionsanalysen an einer größeren Stichprobenzahl durchgeführt werden. 
 
Generell galt sowohl für Medulloblastom- als auch für stPNET-Patienten: Je älter der 
Patient war, desto besser war das Outcome. Dieses Abhängigkeitsverhältnis wird auch 
in der Literatur beschrieben (49, 77). Wie unter 2.1.6 bereits erwähnt, werden die 
Patienten unter anderem aufgrund ihres Alters in 2 Risikogruppen eingeteilt. Patienten, 
die 7 Jahre und älter sind, zählen zur Gruppe mit durchschnittlichem Risiko; diejenigen, 
die 3 Jahre und jünger sind, werden der Hochrisikogruppe zugeordnet.  
Zahlreiche Studien zur Untersuchung des DNA-Methylierungsmusters an fetalen und 
adulten Geweben haben gezeigt, dass in der Präimplantationsphase zunächst eine 
Ausradierung des DNA-Methylierungsmusters der Gameten erfolgt, dieser schließt sich 
dann zur Implantations- und Gastrulationszeit eine De-novo-Methylierungswelle zur 
Etablierung eines neuen embryonalen Methylierungsmusters an (24, 47, 48, 64). 
Entsprechend dieser frühembryonalen Veränderungen des DNA-Methylierungsmusters 
werden in dieser Entwicklungsphase die DNA-Methyltransferasen am stärksten 
exprimiert. In der Studie von Okano et al. (48) zeigte sich die DNMT3a und DNMT3b 
Expression vor allem in den undifferenzierten embryonalen Stammzellen deutlich 
erhöht, während sie bereits im Rahmen der Stammzelldifferenzierung herunterreguliert 
wurde. Darüber hinaus stellten sowohl Golding et al. (28) als auch Robertson et al. (57) 
in bovinen bzw. humanen Geweben fest, dass alle DNMTs in fetalen Geweben deutlich 
höher exprimiert werden als in adulten Geweben. Golding et al. beobachteten die 
höchste Expression aller DNMT-Level (bovin) in fetalem Gehirn, Herz, Magen und 
Lunge. Bei Robertson et al. (human) dagegen zeigte die fetale Leber die höchsten 
DNMT mRNA-Level. Im fetalen Gehirn waren nur die DNMT1 und DNMT3a stark 
exprimiert, während DNMT3b unterhalb der Nachweisgrenze der RT-PCR lag. Im 
adulten Gehirn konnte nur noch die Expression der DNMT1 nachgewiesen werden. Die 
Ergebnisse dieser 3 Studien könnten, bezogen auf die in dieser Arbeit demonstrierte 
erhöhte Expression der DNMT3b in den kindlichen Tumorgeweben, die Vermutung 
nahe legen, dass die DNMT3b mRNA-Level aufgrund der entwicklungsgeschichtlichen 
Unreife in allen (auch den gesunden) kindlichen Gehirnen erhöht exprimiert vorliegen. 
Obwohl die Expression der DNA-Methyltransferasen im Gehirn (und im Kleinhirn) 
bisher nicht hinreichend untersucht worden ist, kann diese Hypothese schon durch die 
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Expressionsuntersuchung der DNA-Methyltransferasen an der Kontrollgruppe der 
normalen Kleinhirne entkräftet werden. Denn zu der Kontrollgruppe zählten unter 
anderem sechs Kleinhirnproben von Kindern im Alter zwischen vier Tagen und elf 
Jahren, in denen keine erhöhte Expression der DNMT3b nachweisbar war. Außerdem 
müssten laut Aussage der Studie von Robertson et al. vor allem die DNMT1 und 
DNMT3a mRNA-Level in den unreifen Kleinhirnen erhöht exprimiert vorliegen, nicht 
die der DNMT3b. Aber auch für DNMT1 und DNMT3a wurden die mutmaßlich 
erhöhten DNMT mRNA-Level (in gesunden Kleinhirnen) in dieser Arbeit nicht 
nachgewiesen. Des Weiteren widersprechen die Zunahme der DNMT1 Expression mit 
dem Alter bei Medulloblastompatienten sowie die Steigerung der DNMT3b Level mit 
dem Alter bei stPNET-Patienten der Annahme, dass nur die Reife des Gehirns für die 
Höhe der DNMT-Expression verantwortlich ist. Zudem würde man bei einer rein 
entwicklungsbedingten Erhöhung der DNMT3b keine Korrelation der DNMT3b 
Expressionshöhe mit dem Outcome erwarten. Diese lag aber hier vor: Je höher die 
DNMT3b Expression bei Medulloblastompatienten war, desto schlechter war das 
Outcome. Abschließend kann festgehalten werden, dass die erhöhte Expression der 
DNMT3b in den kindlichen Tumorproben am ehesten als eine tumorassoziierte 
Erhöhung anzusehen ist.  
 
 
RT-PCR und TaqMan 
Die RT-PCR ist die sensitivste Methode zur Aufdeckung geringer mRNA-Mengen, 
allerdings beinhaltet sie einige Probleme bei der Auswertung, die die wahre Sensitivität, 
die Reproduzierbarkeit und die Spezifität (abhängig vom Primerdesign) betreffen. 
Während die TaqMan-Real-Time-PCR zumindest zu reproduzierbaren Ergebnissen 
führt, bleiben auch hier Probleme, die mit der PCR-Kinetik zusammenhängen, bestehen 
(10).  
 
Bereits die reverse Transkription der mRNA in cDNA birgt Fehlerquellen. Zum einen 
können Sekundärstrukturen der RNA die Effektivität der reversen Transkriptase 
beeinträchtigen, zum anderen können die benötigten Primer, random hexamers und 
oligo-dt Primer, zu deutlichen Variationen der beabsichtigten mRNA-Kopiezahlen 
 
 
72
führen, sodass z. B. aufgrund einer zu großen Menge an Template in der PCR-Reaktion 
die Wahrscheinlichkeit für ein Fehlannealing steigt, was die Qualität des RT-PCR-
Produktes herabsetzt. Des Weiteren wird die Genauigkeit der RT-PCR durch den 
Einsatz der Taq-DNA-Polymerase, die 5´-3´ Nukleaseaktivität aber keine Korrektur-
Exonukleaseaktivität besitzt, gemindert. Außerdem reagiert die Taq-Polymerase 
sensibel auf Abweichungen von ihrem Aktivitätsoptimum (pH-Wert >8, Temperatur 
74°C). Das Gelingen der PCR-Reaktion hängt darüber hinaus auch von der 
Konzentration an Mg2+ und dNTP ab, dabei beeinflusst Mg2+ die Aktivität der 
Polymerase und unbalancierte dNTP-Mixturen reduzieren ihre Genauigkeit. Darüber 
hinaus erhöht Mg2+ die Schmelztemperatur der Doppelstrang-DNA und formt lösliche 
Komplexe mit dNTPs. 
 
Die höhere Reproduzierbarkeit der TaqMan-Ergebnisse gegenüber den RT-PCR-
Resultaten hängt mit der Versuchsauswertung zusammen. Während bei der TaqMan-
Methode das Fortschreiten der PCR-Reaktion mittels Fluoreszenzdetektion gemessen 
und im Computer aufgezeichnet wird, werden bei der RT-PCR die Proben erst nach 
abgeschlossener PCR-Reaktion auf ein Gel aufgetragen und anschließend manuell 
ausgewertet, sodass hier immer nur ein „steady state“ dokumentiert werden kann. 
Zudem ist die computerunterstützte Auswertung sehr viel genauer als die manuelle. Es 
können so mit der Real-Time-PCR viel geringere cDNA-Mengen nachgewiesen werden 
(10, 46). 
 
Beim Vergleich der Expressionshöhen der verschiedenen Enzyme fielen in dieser Arbeit 
besonders für DNMT1 und DNMT3b in der Real-Time-PCR (verglichen mit der RT-
PCR) in deutlich mehr Proben erhöhte mRNA-Level auf. Bei 75% der Zelllinien, 16,6% 
der stPNET und 45% der Medulloblastome lag eine erhöhte Expression der DNMT1 
vor, in der RT-PCR dagegen nur in 12,5% der Zelllinien (visuell ausgewertet). In den 
Gruppen der stPNET, Medulloblastome und Kleinhirne wurde DNMT1 gar nicht 
nachgewiesen. Diese für DNMT1 beobachteten Unterschiede hinsichtlich der 
Enzymexpressionshöhe in den unterschiedlichen Analyseverfahren traten für DNMT3b 
ebenfalls hervor. Während im Rahmen der RT-PCR in 12,5% der Zelllinien, 60% der 
stPNET und 45% der Medulloblastome erhöhte mRNA-Level vorlagen, traten in der 
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Real-Time- PCR in allen Zelllinien, allen stPNET und 95,5% der Medulloblastome 
erhöhte DNMT3b Level auf. Diese voneinander abweichenden Ergebnisse der RT-PCR 
und der TaqMan-Real-Time-PCR sind auf die oben dargestellten Ungenauigkeiten in 
der Auswertung der RT-PCR-Reaktionen zurückzuführen. 
 
 
Isoformen der DNA-Methyltransferasen 
Sowohl die Expression multipler muriner als auch humaner Isoformen der DNA-
Methyltransferasen wird in der Literatur (3, 9, 11, 15, 26, 57, 63, 76, NCBI Q9UBC3) 
beschrieben (s. Tabelle 11). In der Studie von Robertson et al. (57) wurden in 13 
menschlichen nicht tumorhaltigen Geweben vier DNMT3b Splicevarianten aufgedeckt. 
DNMT3b3 stellte sich ubiquitär dar, während DNMT3b1 in allen Geweben außer im 
Gehirn, im Skelettmuskel und in peripheren Blutmonocyten, DNMT3b4 in allen 
Geweben außer im Gehirn, im Skelettmuskel, der Lunge und Prostata und DNMT3b5 
nur im Hoden und in sehr geringen Mengen im Gehirn und der Prostata exprimiert 
wurden (siehe auch NCBI Q9UBC3). Chen et al. (11) stellten in ihrer Studie zur 
enzymatischen Aktivität der DNMT3b Splicevarianten, DNMT3b1 und DNMT3b3, 
fest, dass die DNMT3b3 in murinen ES-Zellen enzymatisch inaktiv war, während die 
DNMT3b1 Expression in demethylierten DNMT3a-/- DNMT3b-/- ES-Zellen das 
Methylierungsmuster der DNA wiederherstellte. In der Studie an humanen 
Krebszelllinien von Beaulieu et al. (3) hingegen wurde auch für DNMT3b3 eine 
enzymatische Aktivität beschrieben. Nach der gemeinsamen Gabe von DNMT3b 
Antikörpern und DNMT3b3 in Form von Plasmiden, zeigte sich ein normales DNMT3b 
Methylierungsmuster. Der Effekt der DNMT3b Blockade wurde somit mittels der 
exogenen Expression von DNMT3b3 aufgehoben. Alle in dieser Arbeit sequenzierten 
DNMT3b Banden stellen Splicevarianten der DNMT3b dar, DNMT3b3 wurde ubiquitär 
exprimiert, während DNMT3b1 und DNMT3b5 nur in einer Medulloblastom-Zelllinie 
(Daoy) gemeinsam mit DNMT3b3 exprimiert wurden. In allen anderen Proben wurde 
ausschließlich DNMT3b3 identifiziert. Mit Ausnahme der Beobachtung, dass 
DNMT3b1 auch im Gehirn (bzw. einer Medulloblastom-Zelllinie) anzutreffen war, sind 
die Ergebnisse von Robertson et al. mit dieser Untersuchung konkordant. Im Gehirn 
bzw. dessen Tumoren wurde vornehmlich die ubiquitär vorkommende DNMT3b3 
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exprimiert. Wobei geklärt werden muss, ob diese Splicevariante tatsächlich enzymatisch 
aktiv ist (vgl. 3, 11). Es lässt sich jedoch vermuten, dass DNMT3b3 ähnlich wie bei 
Beaulieu et al. enzymatische Aktivität zeigt, denn im Gegensatz zu Chen et al., die ihre 
Untersuchung an undifferenzierten murinen ES-Zellen vorgenommen haben, führten 
Beaulieu et al. ihre Studie an „differenzierten“ menschlichen Tumorzellen durch, sodass 
die Zellart eher mit der in dieser Arbeit untersuchten Zellart (Tumorzellen) zu 
vergleichen ist. Ein weiterer Anhaltspunkt für die vermutliche enzymatische Aktivität 
der hier vorgefundenen DNMT3b3 ist die (wenn auch nicht signifikante) Korrelation 
der DNMT3b3 Expression mit dem Outcome: Je höher DNMT3b3 in 
Medulloblastomen exprimiert wird, desto schlechter ist das Outcome (s. 5.5). Die 
Expression der Isoform DNMT3b1 im Gehirn kann entweder auf die vom 
ursprünglichen Gewebe abweichenden intrinsischen Eigenschaften der Zelllinien an 
sich zurückzuführen (s. o.) oder Folge bzw. Ursache der Tumorgenese sein. 
Andererseits ist es auch denkbar, dass diese Splicevariante - wenn auch nur in geringen 
Mengen - unterhalb der Nachweisgrenze der RT-PCR im gesunden Hirngewebe 
exprimiert und infolge der Tumorgenese nachweisbar wird. Um diese 
Arbeitshypothesen zu verifizieren bzw. zu falsifizieren müssten noch weitere 
Untersuchungen an größeren Stichproben zur Expression der DNMT3b im Gehirn, 
dessen Tumoren und Zelllinien durchgeführt werden. 
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DNMT-Isoformen gewebespezifische Expression enzymatische Aktivität 
DNMT1a embryonale Stammzellen, ja 
  somatisches Gewebe   
DNMT1b v.a. Oozyten, ja 
  Präimplantations-Embryonen   
DNMT3a somatisches Gewebe ja (murine ES-Zellen) 
DNMT3a2 embryonale Stammzellen, ja (murine ES-Zellen) 
  Keimzellen,   
  somatisches Gewebe kaum    
  nachweisbar   
DNMT3b1 alle Gewebe außer Gehirn,  ja 
  Skelettmuskel, periphere   
  Blutmonozyten   
DNMT3b2 ? ja (humane Tumorzellen) 
DNMT3b3 ubiquitär ja (humane Tumorzellen), 
    nein (murine ES-Zellen) 
DNMT3b4 alle Gewebe ausser Gehirn,  fraglich 
  Skelettmuskel, Lunge, Prostata   
DNMT3b5 nur Hoden, sehr gering Gehirn, fraglich 
  Prostata   
         Tabelle 11: DNMT-Isoformen 
 
 
Koordinierte Expression der DNA-Methyltransferasen? 
Die von Robertson et al. beschriebene koordinierte Expression der drei DNA-
Methyltransferasen in normalem Gewebe und in Tumorgeweben (57) wurde in anderen 
Studien bestätigt. So zeigte die Versuchsreihe von Mizuno et al. (44) eine voneinander 
abhängige, hochregulierte Expression von DNMTs in AML-Zellen. Auch Rhee et al. 
(54) haben durch ihre Experimente an der kolorektalen Krebszelllinie HCT116 belegt, 
dass eine enge, funktionelle Kooperation zwischen der de-novo-Methyltransferase 
DNMT3b und der maintenance DNA-Methyltransferase 1 für die Methylierung dieser 
Krebszelllinie notwendig ist. Das Knockout von jeweils einer dieser Methyltransferasen 
hatte nur einen geringen Effekt auf die Methylierung, während das gemeinsame 
Knockout von DNMT1 und DNMT3b (trotz der Anwesenheit von DNMT3a) zu einem 
Verlust von ca. 95% der DNA-Methylierung führte. Kim et al. (34) haben in ihrer 
Untersuchungsserie darüber hinaus festgestellt, dass die einzelnen DNA-
Methyltransferasen über den N-Terminus untereinander Bindungen eingehen können. 
Ferner haben sie in der embryonalen Präimplantationsphase beobachtet, dass die zuvor 
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außerhalb des Nucleus auffindbare DNMT1 in den Nucleus transportiert wird. Im 
Zellkern bindet die DNMT1 an die DNMT3b und eventuell etwas weniger stark an die 
DNMT3a. Diese Kooperation führe dann zur Etablierung des Methylierungsmusters. In 
der Karzinogenese könnte diese Kooperation zwischen DNMT1 und DNMT3b verloren 
gehen, sodass Defekte in der Methylierungsmaschinerie und somit auch des 
Methylierungsmusters entstünden. Die von Robertson et al. und Mizuno et al. 
beschriebene koordinierte Expression der DNA-Methyltransferasen gilt auch in dieser 
Arbeit sowohl für die Kleinhirn- als auch für die Zelllinien-Proben. In beiden 
Stichproben ergab die Analyse: Je höher die Expression einer der drei DNMTs war, 
desto höher war die Expression der jeweils anderen. Im Gegensatz dazu traten in den 
beiden hier untersuchten Tumorgruppen komplexere Abhängigkeitsverhältnisse auf. Bei 
den Medulloblastomen zeichnete sich zwar eine gewisse Abhängigkeit der DNMT1 von 
der DNMT3a im Sinne der zuvor beschriebenen Korrelation ab, aber für die 
Abhängigkeit der DNMT1 von der DNMT3b galt: Je höher die Expression der 
DNMT3b war, desto geringer war die der DNMT1. Dieses sowohl zu Robertson et al. 
als auch zu Mizuno et al. konträre Ergebnis, kann mit der These von Kim et al., die 
koordinierte Expression der DNMTs könne in Tumoren verloren gehen, in Einklang 
gebracht werden. Im Rahmen der Tumorgenese könnte es in Medulloblastomen zu 
einem Verlust der Kooperation zwischen DNMT1 und DNMT3b gekommen sein. Mit 
diesem Erklärungsansatz ließen sich auch die Resultate der Korrelationsanalyse in der 
Stichprobe der stPNET erklären. Vergleichbar mit den Medulloblastomen bestand auch 
in dieser Gruppe folgende Abhängigkeit: Je höher die Expression der DNMT3b war, 
desto geringer waren die DNMT1 und DNMT3a mRNA-Level. Darüber hinaus legt 
dieses Ergebnis die Vermutung nahe, dass auch die DNMT3a mit der DNMT3b eine 
funktionelle Bindung eingeht, die im Laufe der Tumorentstehung verloren geht. Eine 
weitere Gemeinsamkeit der Medulloblastom- und stPNET-Untersuchung ist, dass in 
beiden Gruppen die Abhängigkeit der DNMT1 von der DNMT3a mit der im gesunden 
Gewebe bzw. in Zelllinien vergleichbar bleibt. Um genauere Erkenntnisse über die 
Korrelation zwischen den einzelnen DNMTs zu erhalten, müssten noch weitere 
Untersuchungen an tumorösem und gesundem Gewebe mit größerer Stichprobenanzahl 
durchgeführt werden. (Die beschriebenen Unterschiede zwischen den Tumoren und 
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deren Zelllinien könnten erneut auf die intrinsischen Eigenschaften der in Kultur 
wachsenden Zellen zurückzuführen sein.) 
 
 
DNA-Methylierungsmuster in Medulloblastomen 
Im Gegensatz zu dem Methylierungsmuster der gesunden Zellen zeigen Tumorzellen 
einen genom-weiten Rückgang der DNA-Methylierung während die CpG islands eine 
verstärkte Methylierung aufweisen (s. 3.7). Beiden Mechanismen wird eine Bedeutung 
in der Tumorgenese zugeschrieben. Viele Studien haben gezeigt, dass die Promotor-
Hypermethylierung häufig ein frühes Ereignis der Tumorprogression darstellt (2). Diese 
frühen epigenetischen Veränderungen können, je nachdem welches Gen auf diese 
Weise transkriptionell inaktiviert worden ist, zum Verlust der Zellzykluskontrolle, zur 
Unterbrechung von Zell-Zell- und Zell-Stroma-Interaktionen, sowie zur genetischen 
Instabilität führen. Zu den in zahlreichen Tumoren hypermethylierten Genen zählen wie 
in Kapitel 3 bereits erwähnt APC, BRCA-1, E-cadherin, LKB1, MLH1, p16INK4a, Rb, 
VHL und andere. Studien hierzu haben belegt, dass für jeden menschlichen Tumor ein 
einzigartiges Profil der Promotor-Methylierung existiert. Obschon einige der 
Genveränderungen in mehreren Tumortypen vorzufinden sind, stellen sich andere als 
tumortyp-spezifisch dar (17, 14). Die molekulare Basis der abnormalen CpG island-
Hypermethylierung in Tumoren ist bisher unbekannt. Als eine mögliche Ursache 
kommt die erhöhte Expression der DNMTs in Betracht, wobei diesbezüglich 
unterschiedliche Studien zu keinem übereinstimmenden Ergebnis führen. Kanai et al. 
(33) beobachteten in ihrer Untersuchungsreihe an 32 kolorektalen Karzinomen und 34 
Magenkarzinomen, dass der CpG island methylator phenotype (CIMP, 68) signifikant 
mit der Erhöhung der DNMT1 mRNA-Level – und nicht mit den DNMT3a oder 
DNMT3b Leveln - assoziiert ist. Im Gegensatz dazu weist die Studie von Eads et al. an 
kolorektalen Karzinomen keine Korrelation zwischen dem Ausmaß der CpG island-
Hypermethylierung und der Expression einer der DNMTs auf. Mittels der Pearson 
Korrelation wurde auch in dieser Arbeit die Korrelation zwischen der Höhe der DNMT-
Expression und dem Ausmaß der Methylierung untersucht. Wie unter 5.10 bereits 
beschrieben, konnte weder für die Abhängigkeit des Methylierungsmusters von den 
DNMT1 mRNA-Leveln noch von den DNMT3a oder DNMT3b Leveln eine 
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allgemeingültige Aussage formuliert werden. Allerdings konnte tendenziell, entgegen 
dem erwarteten Ergebnis, beobachtet werden, dass die Expressionshöhe aller DNA-
Methyltransferasen negativ mit der Methylierungsrate der DNA korreliert ist, d.h. je 
höher eines der Enzyme exprimiert wird, desto geringer ist die Methylierungrate der 
CpG islands (vgl. RLGS-Gele). Dieses Resultat könnte einerseits darauf hinweisen, dass 
die verstärkte Expression der DNMTasen keinen direkten Einfluß auf das Ausmaß der 
DNA-Methylierung hat. Das Ausmaß der DNA-Methylierung könnte wie Eads et al. 
vermuten, z. B. eher mit dem Verlust der Methylierungskontrollmechanismen, die 
normalerweise den Zugang zu den CpG islands blockieren, zusammenhängen. 
Andererseits könnte dieses Ergebnis auch Hinweis auf einen (negativen) 
Rückkopplungsmechanismus zwischen dem Ausmaß der DNA-Methylierung und der 
DNMT-Expression sein. In einer Studie zur Analyse der DNMT3a und DNMT3b 
Promotoren haben Yanagisawa et al. (74) herausgefunden, dass beide DNA-
Methyltransferasen zwei Promotor-Typen besitzen: einen CpG-reichen und einen CpG- 
armen. Da Methylierung am Cytosin von CpG-Dinukleotiden erscheint, könnten somit 
auch die CpG-reichen Promotoren der DNA-Methyltransferasen Angriffspunkte der 
DNA-Methylierung sein. Yanagisawa et al. vermuten daher, dass bei Erreichen einer 
bestimmten Schwelle der DNMT-Expression auch die CpG-reichen Promotoren der 
DNA-Methyltransferasen methyliert und damit als eine Art negativer 
Rückkopplungsmechanismus inaktiv werden, sodass auf diese Weise das Vorliegen 
geringer DNMT mRNA-Level und hoher CpG island-Methylierungsraten erklärt 
werden könnte. Gegen dieses Erklärungsmodell spricht allerdings die Tumorgenese an 
sich, in der viele zelluläre Kontrollmechanismen ihre Funktion verlieren. Die 
wahrscheinlichste Ursache dieses Ergebnisses ist wohl in der begrenzten Anzahl der 
untersuchten Gene, die nur einen geringen Ausschnitt des menschlichen Genoms 
präsentieren, zu sehen, sodass bei der Betrachtung des gesamten menschlichen Genoms 
durchaus eine positive Korrelation zwischen der DNA-Methyltransferasen-
Expressionshöhe und dem Methylierungsstatus gefunden werden könnte. Die genaue 
Ursache für die verstärkte CpG island-Methylierung bleibt unklar und bedarf 
weiterführender Untersuchungen. 
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Schlussbemerkung 
 
Die Hypothese, dass die Expression der DNA-Methyltransferasen auch für die 
Pathogenese der Medulloblastome und stPNET von Bedeutung ist, wird in dieser Arbeit 
bestätigt. 
In allen Tumor- und Zelllinienproben wurde eine signifikant erhöhte Expression der 
DNMT3b nachgewiesen. Ferner bestand eine Korrelation zwischen der DNMT3b 
Expressionshöhe und dem Outcome bei Patienten mit Medulloblastomen. Die zentrale 
Aussage in der Medulloblastom-Patientengruppe lautet: Je jünger der Patient ist, desto 
höher ist die DNMT3b Expression, desto schlechter ist das Outcome. 
Allerdings scheinen DNMT1 und DNMT3a für die Entstehung der hier untersuchten 
Tumoren eher eine untergeordnete Rolle zu spielen. Weder für DNMT1 noch für 
DNMT3a konnte eine signifikante „Überexpression“ in den Tumorgeweben festgestellt 
werden. (DNMT1 wurde lediglich gering und DNMT3a eher vermindert exprimiert). 
Für die Patienten mit stPNET gilt tendenziell: Je jünger der Patient ist, desto höher ist 
die DNMT1 und DNMT3a Expression, desto schlechter ist das Outcome. In Zukunft 
könnten also neben den anderen prognostischen Faktoren bei Medulloblastomen und 
stPNET auch die Expressionshöhen der DNA-Methyltransferasen Bedeutung erlangen. 
Entgegen der Erwartung ergab die Korrelationsanalyse der Expressionshöhe der 
DNMTs mit dem Grad der DNA-Methylierung in Medulloblastomen (tendenziell) 
folgende Abhängigkeit: Je höher die Expression einer der drei DNA-Methyltransferasen 
ist, desto geringer ist der Methylierungsgrad der DNA. Das würde bedeuten, dass es 
einen (negativen) Rückkopplungsmechanismus zwischen dem Ausmaß der DNA-
Methylierung und der DNMT-Expression gäbe. Vermutlich ist dieses „Ergebnis“ aber 
auf eine zu geringe Anzahl untersuchter Gene zurückzuführen. 
 
Durch diese Arbeit wurde ein weiterer möglicher Baustein der Tumorgenese der 
Medulloblastome und stPNET, die signifikant erhöhte DNMT3b Expression, geliefert. 
In wie weit dieser allerdings in Zukunft für die Prognose und Therapie der Patienten 
genutzt werden kann, ist noch nicht geklärt und bedarf weiterer intensiver Forschung.  
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Abkürzungsverze ichnis  
 
A      Adenin 
 
bp      Basenpaar 
BTPS       brain tumor polyposis syndrome 
 
C      Cytosin 
cDNA      codogene DNA 
CGAP  Cancer Genome Anatomy Project 
(http://cgap.nci.nih.gov/) 
CLL      chronische lymphatische Leukämie 
CpG      Cytosin-Guanin-Paar 
CT       Computer-Tomographie 
 
DNA      Desoxyribonucleinsäure  
DNMT      DNA-Methyltransferase 
DNMTase     DNA-Methyltransferase 
dNTP      Dinucleotid-Triphosphat 
 
ES-Zellen     embryonale Stammzellen 
 
G      Guanin 
G1/2-Phase     Wachstumsphasen im Zellzyklus 
 
HDAC      Histon-Deacetylase 
 
ICF-Syndrom                                                 Immunodeficiency-centromeric instability- 
                                                                       facial anomalies syndrome 
 
LOH       Loss of Heterozygosity 
 
MBD      Methyl-Bindungs-Domäne 
mRNA     messanger Ribonucleinsäure 
MRT      Magnet-Resonanz-Tomographie 
 
NBCCS      Nevoid Basal Cell Carcinom 
 
P (p)  Wahrscheinlichkeit, mit der die ermittelte 
Assoziation zwischen den Variablen falsch 
ist 
PBL      periphere Blutlymphozyten 
PCNA      proliferating cell nuclear antigen 
PNET      primitiver neuroektodermaler Tumor 
Primer F     forward primer 
Primer R     reverse primer 
 
R      Korrelationskoeffizient 
 II
RLGS Restriction landmark genomic scanning 
RT-PCR  Reverse Transkription Polymerase-
Kettenreaktion 
 
S-Phase     Synthesephase des Zellzyklus 
stPNET  supratentorieller primitiver 
neuroektodermaler Tumor 
 
T      Thymin 
TF      Transkriptionsfaktor 
TRD      Transkriptions-Repressions- 
Domäne 
TSA      Trichostatin A 
 
U      Uracil 
 
WHO       World Health Organisation 
 
ZNS      Zentralnervensystem 
